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RESUMO

Introducdo: O microambiente tumoral € um determinante na regressao ou
progresséo do tumor apresentando a capacidade de modular as células tumorais. O
estudo do efeito antineoplasico de quimioterapicos, abrange a modulacdo das
células presentes no microambiente do tumor. Em adicdo, no cenario de
fitoterapicos com acao antineoplasica, o guarana (Paullinia cupana) tem emergido
como um candidato promissor. Objetivo: O objetivo deste trabalho consistiu em
avaliar o efeito direito do extrato hidroalcodlico de guaranad (EHG) em diferentes
linhagens celulares e o efeito dos meios condicionados (MCs) em macrofagos e em
células epiteliais normais pré-tratadas com EHG no perfil proliferativo e migratério de
células tumorais de mama e de pulmdo. Materiais e Métodos: Os valores da
concentracdo inibitéria minima do EHG, bem como a atividade antioxidante e
avaliacdo do perfil de morte foram conduzidos em linhagens celulares. Os meios
condicionados foram gerados nas células pré-tratadas com a maior concentracdo
ndo citotoxica de EHG. Os efeitos do secretoma foram avaliados nas células
tumorais pelos ensaios de viabilidade, clonogenicidade, migracdo celular e analise
do perfil do ciclo celular. Resultados: A caracterizacado por RP-HLPC identificou a
presenca das metilxantinas cafeina, teobromina e teofilina, bem como catequina no
EHG. O perfil de viabilidade e os valores de CI50 foram heterogéneos entre as
distintas linhagens celulares: MDA-MB231, MCF7, MCF10A, A549, BEAS-2B, NIH-
3T3, MRC5, NCTC clone 929, THP-1 diferenciada em macrofago. A linhagem mais
resistente A549 adenocarcinoma de pulmao (CI50=17.652+10.22 ug/ml), enquanto a
mais sensivel foi o fibroblasto murino (CI150=1.504+34.78 pg/ml). Tratamento com
EHG reduziu os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) na linhagem MDA-
MB 231 e em THP-1 diferenciada em macr6fagos em condicdo de estresse
oxidativo. O tratamento direto de EHG direciona células BEAS-2B para um perfil de
morte por apoptose. Os meios condicionados (MCs) gerados em MCF10A tratada ou
ndo com EHG reduziram a viabilidade e a capacidade clonogénica, elevando o
ndamero de células tumorais A549 na fase G1 do ciclo celular. Ademais, estes
secretomas promoveram a reducdo da capacidade clonogénica das células tumorais
de mama MCF-7. O MC gerado em BEAS-2B previamente tratadas com EHG
aumentou a capacidade de fechamento de ferida de A549 com reducdo da sua
capacidade clonogénica. O secretoma de células THP-1 diferenciadas em
macrofagos reduz a viabilidade de MCF-7, ao passo que o MC gerado em
macréfagos desafiados com LPS é capaz de restaurar a viabilidade. Células A549
aumentam o percentual de migracdo quando incubadas com o secretoma de células
diferenciadas em macréfagos pré-tratadas com EHG e estimulado com LPS.
Adicionalmente, observa-se alteracdo morfologica de tais células tumorais com a
formacdo de vacuolos, morfologia fusiforme e perda da adesédo célula-célula.
Conclusédo: Os MCs gerado em BEAS-2B, MCF10A e THp-1 diferenciadas em
macrofagos agem de modo distinto na capacidade proliferativa das linhagens
tumorais estudadas. No entanto, observa-se que o secretoma de células pré-
tratadas com EHG aumentaram a capacidade migratéria de A549. Experimentos
futuros sdo necessarios para elucidar o mecanismo de EHG na modulacdo do
secretoma de macrofagos, bem como avaliar a indugdo do processo de transicao
epitélio-mesenquimal nas células tumorais tratadas com o meio condicionado.

Palavras-chave: Paullinia cupana; guarana; meio condicionado, microambiente
tumor



ABSTRACT

Introduction: The tumor microenvironment is a determinant in the programming,
regression or progression of the tumor, as it has the ability to modulate tumor cells
through the release of soluble factors in the environment. The study of the
antineoplastic effect of drugs, as well as that of herbal medicines, encompasses the
action of different cell types and how the action of these compounds modulate these
cells present in the tumor microenvironment. In addition, in the scenario of herbal
medicines with antineoplastic action, guarana (Paullinia cupana) has emerged as a
candidate. Objective: The objective of this work was to evaluate the direct effect of
the hydroalcoholic extract of guarana (EHG) on different cell lines and the effect of
conditioned media (MCs) on macrophages and normal epithelial cells pretreated with
EHG on the proliferative and migratory profile of breast and lung tumor cells.
Materials and Methods: The values of the minimum inhibitory concentration of EHG,
as well as the antioxidant activity and evaluation of the death profile were conducted
in cell lines. Conditioned media were generated in cells pretreated with the highest
non-cytotoxic concentration of EHG. The effects of secretoma were evaluated in
tumor cells by means of the clonogenicity test, the assessment of viability, cell
migration and analysis of the cell cycle profile. Results: The results showed that the
values obtained from direct treatment with EHG were heterogeneous among the
different cell lines evaluated: MDA-MB231, MCF7, MCF10A, A549, BEAS-2B, NIH-
3T3, MRC5, NCTC clone 929, differentiated THP-1 in macrophage. The most
resistant strain was lung adenocarcinoma (IC50=17.652+10.22 pg/ml), while the
most sensitive was the murine fibroblast (IC50=1.504+34.78 ug/ml). EHG
demonstrated antioxidant activity by reducing the levels of reactive oxygen species
(ROS) in the MDA-MB 231 strain, both at baseline and under oxidative stress
conditions. Direct treatment of EHG for 24h with the IC50 value (12,022+10.73 pg/ml)
directs BEAS-2B cells to an apoptotic death profile. The results showed that the MCs
in MCF10A were able to reduce the viability and clonogenic capacity of A549, while
those in MCF7 only reduced the clonogenic capacity. The MCF10A MC CTL
increased the amount of A549 cell cycle G1 phase cells. MC from EHG-pretreated
lung epithelial cells increases the wound closure capacity of A549 cells while
reducing clonogenic capacity. The MCF7 lineage when treated with secretoma of
differentiated cells into macrophages reduces viability within 72 hours of treatment,
but the group that was stimulated with LPS restores cell viability, these data are not
visualized in the clonogenic assay where all groups reduce clonogenic capacity.
A549 is responsive only to groups that are stimulated with LPS in the clonogenic,
increasing the percentage of migration of cells that were treated with secretoma of
differentiated cells into macrophages pretreated with EHG and stimulated with LPS,
while stimulating the formation of vacuoles in the tumor cells and changes
morphology to fusiform, losing cell-cell adhesion. Conclusion: MCs act in different
ways in the proliferative capacities of the studied tumor lines, however it is observed
that the secretoma of cells pretreated with EHG increased the migratory capacity of
A549. Future experiments are needed to elucidate the mechanism of action of the
EHG in the modulation of macrophage secretama, as well as to evaluate the
induction of the epithelial-mesenchymal transition process in tumor cells treated with
the conditioned medium.

Keywords: Paullinia  cupana; guarana; conditioned medium, tumor
microenvironment.
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1 INTRODUCAO

O céancer € um problema de saude publica mundial, sendo uma das principais
causas de morte no mundo (BRAY et al., 2018). No Brasil, o Instituto Nacional de
Céancer estimou 625 mil novos casos da doenca para o triénio 2020-2022, a
incidéncia de cancer de mama seréa de 66 mil novos casos e 30 mil novos casos de
cancer de pulméo. Entre as mulheres, a frequéncia do cancer de mama representara
cerca de 29,7% e de cancer de pulmao representara 5,6% do numero total de
cancer. Para os homens, o cancer de pulméo representara 7,9% (INCA, 2020).

O céancer € um termo genérico utilizado para denominar um grande grupo de
doencas que podem afetar diversos 6rgdos do organismo. Apesar das diferencas
entre 0s tipos, o cancer apresenta em comum, o descontrole do crescimento e
proliferacdo celular, o que culmina na formagdo de um agregado de células com
caracteristicas anormais. Essa transformacédo maligna de uma célula é um processo
multifatorial, que envolve diversas alteracdes genéticas e epigenéticas que resultam
na perda do controle do ciclo celular e do processo de diferenciacdo. O ambiente
que d& suporte para as células tumorais se desenvolverem é chamado de
microambiente tumoral (MAT). E um ecossistema complexo, que inclui vasos
sanguineos, células do sistema imune, fibroblastos, tecido epitelial normal, matriz
extracelular (MEC), fatores solUveis como, citocinas, horménios, quimiocinas, fatores
de crescimento, entre outros. Dessa comunicacdo cruzada entre 0 microambiente
tumoral e as células tumorais pode desencadear tanto a inibicdo quanto a
progressdo do cancer (JONES; BAYLIN, 2007; HANAHAN; WEINBERG, 2011;
EROLES et al., 2012; SOUZA et al., 2014).

O MAT é formado por diferentes grupos celulares, como as células epiteliais
tumorais e estroma, rico em células inflamatorias e fibroblastos ativados, além de,
células epiteliais normais, células-tronco mesenquimais, adipécitos, pericitos, células
endoteliais, entre outras. O MAT se diferencia do ambiente tecidual normal (ATN) na
organizacéo celular, inflamacéo crénica, nivel de oxigénio, pH, estado nutricional das
células e consisténcia da MEC. O ATN geralmente inibe o cancer na tumorigénese
inicial, enquanto o microambiente tumoral trabalha em prol do crescimento tumoral
(JOYCE; POLLARD, 2009; ALLEN; JONES, 2011; ZHENG; GAO, 2019).
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Quando o ambiente tecidual normal € alterado, e as alteracdes genéticas e
epigenéticas sdo induzidas nas células epiteliais e estromais, as células estromais,
como os macrofagos, perdem a capacidade de inibicAo e passam a estimular o
crescimento de células epiteliais transformadas. Isso se deve ao fato das células
transformadas modularem o0os macrofagos para um perfil pro-tumorigénico
diferenciando-os em macrofagos associados ao tumor (TAM), os quais perdem a
funcdo de vigilancia imunologica e passam a promover o crescimento de células
tumorais (ARTS et al., 2016).

Os macrofagos desempenham um papel efetivo na eliminacdo das células
tumorais, porém, quando modulados para o perfil de macréfagos associados ao
tumor (TAMs) promovem a sobrevivéncia, proliferacdo, metastase, angiogénese e
supressédo imunologica das células tumorais. Neste cenario no qual o microambiente
tem um papel fundamental na progressdo do cancer, a busca por novos
quimioterapicos envolve novas abordagens que incluem tanto a resposta das células
estromais, quanto a dos macrofagos associados ao tumor (TAMS) a terapia (NOY;
POLLARD, 2014).

Na busca por novos tratamentos adjuvantes para o0 cancer, o guarana
(Paullinia cupana) surge como um candidato promissor. O guarana é um fruto de
planta nativa brasileira, originaria da regidao Amazénica comumente empregada em
bebidas caseiras e industriais, como ténico e estimulante. Muitos trabalhos
descrevem suas propriedades antioxidantes, antinflamatéria e a associacdo do
guarana na melhora da fadiga em pacientes com cancer de mama em tratamento
guimioterapico. Destacadamente, estudos in vitro e in vivo apontam a reducdo na
proliferagéo tumoral e inducdo de mecanismo de apoptose com a administragao do
guarana. Coletivamente, o efeito protetivo do guarana contra danos quimicos e
oxidativos apontam sua potencial administracdo como adjuvante no tratamento
oncolégico (CAMPOS et al., 2003, 2011; FUKUMASU et al.,, 2006, 2006a, 2008,
2011;; BITTENCOURT et al., 2013, 2016; SCHIMPL et al., 2013; HERTZ et al., 2015;
GONGCALVES-RIBEIRO et al., 2016).

Dada a sua possivel interferéncia na progressao do cancer, conhecer o
comportamento do tumor na presenca de células estromais se faz necessario.
Através do condicionamento do meio de cultura e pré-tratamento das células
estromais € possivel acessar os efeitos paracrinos de tais células e de possiveis

componentes imunomodulatérios nas células tumorais. Considerando esta
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abordagem, Wang e colaboradores 2017 mostrou que o pré-tratamento com o
metabdlito curcumina modulou a resposta de fibroblastos associados ao cancer
(FACs) para um perfil de secretoma que inibiu a invasdo e migracdo das células
tumorais de pancreas, reduzindo o processo de transicdo epitélio-mesenquimal
(TEM) nestas células. Recentemente, Ba et al., (2020) demostraram que o pré-
tratamento com curcumina reverteu o fendtipo de FACs para fibroblastos peri-
tumorais, inibindo a secrec¢éo de citocinas pro-carcinogénicas e o meio condicionado
dos FACs pré-tratados com curcumina inibiu a proliferacdo das células tumorais.

O guarana é rico em cafeina, teobromina e teofilina, além de uma alta
concentracdo de taninos condensados, dentre outras biomoléculas. Embora a
concentracdo de cafeina possa variar entre as sementes, em geral, um grama de
guarana fornece 50 mg de cafeina, sendo a molécula bioativa de maior
concentracdo em sua composicdo. FACs tratados com cafeina apresentaram
reducdo na expressdo e secrecao de citocinas (IL-6, TGF-B, entre outras) e
supressdo do perfil angiogénico. Além disso, o pré-tratamento com cafeina reduziu
os efeitos paracrinos do secretoma dos FACs nas células tumorais de cancer de
mama, diminuindo a capacidade de invasao e migracdo destas células tumorais. De
modo geral, a cafeina demonstrou um potencial de inativacdo dos FACs, fornecendo
uma prevengao segura e eficaz ao crescimento e recorréncia de tumores de mama
através da inibicdo de seus efeitos pro-tumorais (AL-ANSARI; ABOUSSEKHRA,
2014; MARQUES et al., 2019).

Embora, alguns trabalhos correlacionem o efeito antiproliferativo direto
(FUKUMASU et al.,, 2008; HERTZ et al., 2015) dos extratos hidroalcodlicos de
guarana (EHG) em células tumorais, ndo existe nenhum trabalho que avalie a
modulacdo e reprogramacgdo de células do microambiente tumoral ao tratamento
com o extrato. Desta forma, o extrato hidroalcodlico de guarana pode apresentar a
capacidade de modular as células do microambiente tumoral, alterando o perfil de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos secretados, por fim, alterando a
resposta das células tumorais a esse secretoma influenciando na regressdo ou

progressao da doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer: definicao, etiologia, epidemiologia e tratamento

Historicamente, a palavra cancer vem do grego karkinos e do latim cancer,
que significa, em ambas linguas, caranguejo. Tal associacdo advém da forma como
os tumores se infiltram nos tecidos adjacentes ao foco inicial assemelhando-se as
patas do caranguejo fincadas na areia e/ou lama dificultando sua retirada. E uma
doenca relativamente antiga devido ao fato de ter sido detectada em mumias
egipcias com mais de 3 mil anos (INCA, 2020).

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 200 doencas,
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células e invasdo de tecidos
vizinhos. O céncer € uma doenca multifatorial, que envolve diversas alteracdes
genéticas e epigenéticas que culminam na perda do controle sobre o ciclo,
diferenciacdo celular e apoptose (BORGES et al.,, 2006; JONES; BAYLIN, 2007
INCA, 2020).

Em 2018, de acordo com dados da GLOBOCAN (do inglés Global Cancer
Observatory), estimou-se 18,1 milhdes de novos casos de cancer no mundo (17
milhdes, excluindo cancer de pele ndo melanoma) e 9,6 milhdes de mortes por
cancer (9,5 milhdes, excluindo cancer de pele ndo melanoma). O cancer mais
incidente no mundo foi o de pulmao, seguido pelo cancer de mama, colorretal e
prostata. Entre os homens, o cancer de pulméo foi o mais frequente e a principal
causa de morte por céancer, seguido pelos canceres de prOstata e colorretal
(incidéncia) e cancer hepatico e estdbmago (por mortalidade). Entre as mulheres, o
cancer de mama foi mais frequente e comumente diagnosticado e a principal causa
de morte, seguido por colorretal e pulmonar em incidéncia e mortalidade. (BRAY et
al., 2018).

No Brasil, para o triénio de 2020-2022, o Instituto Nacional do Cancer estimou
625 mil novos casos da doenca anualmente. A incidéncia de cancer de mama sera
de 66 mil novos casos e 30 mil novos casos de cancer de pulméo para cada ano do
triénio. Entre as mulheres, a frequéncia do cancer de mama representara cerca de
29,7% e de cancer de pulmao representara 5,6%, enquanto entre os homens, o
cancer de pulmao sera de 7,9% (FIGURA 1) (INCA, 2020).
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Prostata 65.840  20,2% Homens Mulheres  Mama feminina 66.280 20, 7%

Colon e reto 20.620 9.1% Colon & reto 20470 9.2%

Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7.9% Colo do (tero 16.590 74%
Estdmago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio & puimdo ~ 12.440 5,6%

Gavidade oral 11.180 5,0% Glindula tireoide 11.950 54%

Esdfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3.5%

Bexiga 7.590 3.4% Ovario 6.600 3.0%

Linfoma néo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do Utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma ndo Hodgkin 5450 2.4%

Leucemias 5920 2.6% Sistema nervoso central 5220 2.3%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2020.

Para o Estado do Amazonas, a estimativa para 2020 de cancer de mama sera
de 450 novos casos, enquanto que o de pulmdo (acompanhado de traqueia e
brénquio) serd de 320 novos casos. Para a capital Manaus, a estimativa sera de
380 novos casos de cancer de mama e de 110 novos casos de cancer de tragueia,
bronquio e pulmé&o (INCA, 2020).

O céancer de mama é uma neoplasia muito prevalente na sociedade moderna
e esta associada a uma etiologia multifatorial com heterogenia morfoldgica e clinica.
A taxa de incidéncia € maior em paises com indice de desenvolvimento humano alto
e muito alto, com grande associacdo ao desenvolvimento econémico local. Dos
diversos fatores envolvidos na etiologia do cancer de mama estdo os fatores
enddcrinos, a nuliparidade, primeiro filho depois dos 30 anos, fatores ambientais
como consumo de alcool, uso de pilulas contraceptivas, menopausa (reposicao
hormonal), exposicdo a radiagdes ionizantes e estilo de vida, assim como dieta
hipercalorica e sedentarismo. Uma pequena proporcdo destes canceres esta
associada a predisposi¢ao familiar e a mutagdes em dois genes de alto risco e alta
penetrancia, o BRCA1 e o BRCA2 (LAKHANI, et. al., 2005; BARNES et. al., 2011).

Como uma doenca complexa, pode apresentar caracteristicas clinicas,
morfologicas e moleculares distintas entre os subtipos. A heterogeneidade ndo pode
ser explicada baseada apenas pelos parametros clinicos, como tamanho de tumor,
envolvimento de linfonodos, grau histolégico, idade ou por biomarcadores. Assim, o
cancer de mama nao € uma unica doenca, mas muitas, sendo que cada individuo
desenvolve um caso especifico para qual o tratamento deve ser individual de acordo

com suas caracteristicas moleculares (EROLES et al., 2012). Os tratamentos para o
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cancer de mama incluem radioterapia e cirurgia, seguidos da administragédo de
agentes bloqueadores de horménios, quimioterapia e uso de anticorpos
monoclonais. A busca por novos medicamentos visando caminhos moleculares
especificos relacionados a oncogenes ou genes supressores de tumores é
essencial. A este respeito, 0s produtos naturais sdo considerados grandes fontes de
novos medicamentos, uma vez que mais de 60% das novas moléculas séo isoladas
de produtos naturais ou quando sintéticas, imitam seus efeitos (CHABNER;
ROBERTS JR, 2005; JIAO et al., 2018).

O céancer de pulmao ou tumor de pulmao é causa mais comum de morte por
cancer em homens e o segundo mais comum em mulheres depois do cancer de
mama. Os fatores de risco incluem: ser fumante ativo ou passivo, exposi¢cao ao gas
radénio, amianto, poluicdo do ar e predisposicdo genética. O cancer de pulmao é
tradicionalmente separado em carcinoma de células ndo-pequenas (80% dos casos
diagnosticados) e carcinoma de células pequenas (20% dos casos diagnosticados).
Dentro dessa classificacdo, o0s carcinomas de células ndo-pequenas sao
subclassificados em adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e
carcinomas de células grandes. Os carcinomas de células pequenas sao altamente
agressivos e seu tratamento € ndo cirdrgico, na maioria dos casos, enquanto 0s
carcinomas de células ndo-pequenas sdo tratados com uma combinacao de cirurgia
e terapia adjuvante (MUSTAFA; et al., 2016; ZHENG, 2016).

2.2 Biologia tumoral

Hanahah e Weinberg (2000) propuseram seis caracteristicas que a célula
neoplasica necessita adquirir durante os varios estagios para seu efetivo
desenvolvimento. As caracteristicas sédo: sustentar a sinalizagéo proliferativa, evitar
as vias supressoras de crescimento, resistir a morte celular, possibilitar a
imortalidade replicativa, induzir a angiogénese promovendo a invasfes dos tecidos e
possiblitar metastases. Adicionalmente, tem-se a instabilidade gendbmica e a
inflamagé@o como carcateristicas facilitadoras para as demais. Em 2011, Hanahah e
Weinberg adicionaram duas caracteristicas a esta lista: a reprogramacdo do
metabolismo energético e a evasdo do sistema imune, além de sugerirem

terapéuticas especificas direcionadas as caracteristicas da célula tumoral (FIGURA
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2).

Figura 2 — Imagem ilustrando as caracteristicas das células neoplésicas adquiridas durante
0s varios estagios de seu desenvolvimento. Fonte: HANAHAH; WEINBERG, 2011- modificado

A iniciagdo e progressao do cancer sdo dependentes da aquisicdo de varias
alteracbes que ativam vias de oncogenes e de supressores de tumor. Essas
alteracdes permitem que células envolvidas sofram desregulacdo no controle de
processos fisiol6gicos como divisdo ou morte celular e favorece a manutencao das
células afetadas com o consequente aumento desta populagdo celular. A
manutencado do tumor advém também de um sistema complexo, estando a aquisi¢do
dessas mutacfes associada com a ocorréncia de varias outras alteracdes genéticas
— como consequéncia, por exemplo da instabilidade génica — que nao
necessariamente serdo vantajosas na selecdo de um grupo celular. Essas diversas
mutacdes que sdo conquistadas apos varios ciclos de proliferacdo celular permitem
uma grande diversidade na populacédo de células que comp&em o corpo do tumor.
Tais mutacOes ditas silenciosas sao capazes de aumentar a plasticidade fenotipica
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das células tumorais repercutindo na grande heterogeneidade intratumoral
(VOGELSTEIN; KNIZLER, 2004; MARUSYK et al., 2012; BURRELL et al., 2013).
Uma das vias mais alteradas nas células tumorais & a relacionada ao
controle do ciclo celular. Em mamiferos, o ciclo celular € dividido em quatro fases
(G1, S, G2 e M), apresentando pontos de controle que sao rigorosamente
controlados por cinases ciclinas dependentes (CDK1, CDK2, CDK4 e CDK®6) e suas
coativadoras essenciais, as ciclinas (ciclinas A , B, D e E). As atividades quinases
dessas CDKs sao principalmente reguladas pela abundéncia de suas ciclinas
parceiras e pela interagdo com inibidores de CDK como p16Arf, p21Wafl e p27Kipl.
A ciclina D1 se acumula durante a fase G1 e regula a atividade quinase de CDK4 e
CDK®6, sendo estas responsavel pela fosforilagdo de pRB. A ativacdo da proteina
regulatéria pRB leva a uma interrup¢cdo do ponto de controle G1/S levando a
proliferacdo celular. Sabe-se que a expressao excessiva da ciclina D1 ocorre em
uma alta frequéncia em uma variedade de carcinomas, sendo assim considerado um

protoncogene (LU et al., 2003).

2.3 Imunidade tumoral

Ha inumeras interacdes entre as células tumorais e imunes, passiveis de
ocorrer desde a iniciacdo tumorigénica da primeira célula até no processo
metastatico. O sistema imune exerce uma pressao seletiva sobre as células tumorais
induzindo a sua eliminacdo ou selecionando subclones menos imunogénicos
direcionando as células tumorais para a evasdo do sistema imune. Desta forma,
inclui-se um novo conceito envolvendo o papel do sistema imune, a imunoedigéo. O
processo de imunoedi¢do € constituido por trés fases, sendo conhecidas como 0s
trés “Es da imunoedicao”: eliminacgdo, equilibrio e evasédo (FIGURA 4) (TORREZINI,
ATHANAZIO, 2008; MITTAL, et al., 2014).

A eliminacdo é a fase na qual as células tumorais sdo detectadas, e o0s
sistemas imunolégicos, inato e adaptativo, eliminam de modo conjunto as células
transformadas. Nesse momento, as células tumorais expressam antigenos tumorais
via MHC | ou ligantes NKG2D reconhecidos por células T CD8+ efetoras e células
NK, respectivamente. Simultaneamente, as células dendriticas fagocitam e
apresentam de maneira cruzada, os antigenos tumorais para células T, incluindo

NKT (antigenos glicolipidicos, via CD1d).Essas células efetoras secretam IFN-y que
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pode mediar a inibicdo da proliferagcdo e a angiogénese das células tumorais. As
células T CD8+ podem induzir a apoptose das células tumorais, ligando aos
receptores Fas e TRAIL nas células tumorais, ou secretando perforinas e granzimas.
As células T yd também podem reconhecer e promover a morte de células tumorais
que expressam ligantes NKG2D (MIC A/B em humanos). Células do sistema imune,
como macréfagos (M1) e granuldcitos secretam TNF-a, IL-1, IL-12 e espécies
reativas de oxigénio. Durante a eliminacdo, a resposta € direcionada para o perfil
antitumoral pelo aumento da expressédo de antigenos tumorais, MHC I, receptor Fas
e TRAIL em células tumorais, e perforinas, granzimas, IFN-a/B/y, IL-1, IL-12, TNF-a
no microambiente tumoral (MAT) (MITTAL et al., 2014; DHAR; WU, 2018).

Na fase de equilibrio, o sistema imune mantém as células tumorais em
estado de dorméncia funcional. Nesse momento, algumas células tumorais sofrem
alteracdes genéticas e epigenéticas evoluindo para variantes que resistem ao
reconhecimento imune e induzem imunossupressao pela expressao de PDL1. Nesta
fase, ha equilibrio entre as respostas antitumorais (IL-12, IFN-y) e citocinas pro-
tumorigénicas (IL-10, IL-23) (MITTAL et al., 2014).

Na terceira fase ocorre a evasdo do sistema imune, as células tumorais
proliferam e passam a causar a doenca clinicamente visivel. Nesse momento, as
células tumorais evadem o reconhecimento imunolégico por mecanismos de perda
de antigenos tumorais, baixa expressdo de MHC | ou de moléculas co-
estimulatérias, e passam a expressar moléculas de resisténcia aumentada,
sobrevivéncia e imunossupressao, além da secrecdo de citocinas, fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), TGF-B, IL-6, fator estimulador de colbnias
de macréfagos (M-CSF) que potencializam a angiogénese. Nesse ponto, 0S
macrofagos M2 passam a secretar citocinas imunossupressoras como a IL-10 e
TGF-B que podem inibir a proliferacao de linfécitos T CD8+ ou inibir a apoptose. As
células T, incluindo Treg, podem expressar receptores como PD-1, CTLA-4 e LAG-3
gue suprimem a resposta imune antitumoral favorecendo o crescimento tumoral.
Nessa fase, o equilibrio é desfeito e passa-se a etapa de progressdo do tumor
(SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011; MITTAL et al., 2014)
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Figura 3 — Esquema ilustrativo do processo de imunoedi¢do do cancer. Nesse
conceito de imunoedicdo, as células tumorais passam pela fase de eliminag&o (1) na
gual sédo reconhecidas pelo sistema imune e sdo destruidas ou passam a adquirir
mutagdes que as tornam menos imunogénicas e entram em estagio de equilibrio (2)
com o sistema imune, podendo ficar assim por muito tempo até conseguirem entrar na
terceira fase, a fase de evaséo (3) do sistema imune. Nessa fase, as atividades das
células do sistema imune sdo bloqueadas pela expressao de moléculas inibitérias nas
células tumorais, ocorrendo a secrecdo de moléculas imunossupressoras inibindo a
resposta imune efetiva citotéxica e favorecendo a progressdo do tumor. Fonte:
SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011.

2.4 O papel do microambiente tumoral

O microambiente tumoral diferencia do ambiente tecidual normal (ATN) na
organizacéo celular, inflamacao croénica, nivel de oxigénio, pH, estado nutricional das
células e consisténcia da matriz extracelular. O ATN geralmente inibe o cancer na
etapa de tumorigénese inicial, ao passo que, o microambiente tumoral, em geral

atua em prol do crescimento tumoral (ZHENG; GAO, 2019).
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O MAT é composto por uma grande diversidade de células, que incluem as
células tumorais e as células de suporte. As células de suporte sédo recrutadas por
células tumorais e estromais contribuindo com angiogénese tumoral, proliferacao,
invasdo e metastase, bem como quimiorresisténcia. Nesse estroma estao presentes
e em complexa interagdo, diferentes tipos celulares como células tronco derivados
da medula Ossea, células do sistema imune, células-tronco tumorais (CSC),
fibroblastos, miofibroblastos, vasos sanguineos, pericitos, células ndo transformadas
e células dos vasos linfaticos (FIGURA 5) (JOYCE; POLLARD, 2009; BUSSARD, et
al., 2016).

0 HSC ‘: -, {0 Monécito gmEeI Célula " célula normal
> Endotelial e
{0} Macrofago XL CSC () unfécito  4g® Pericito ©, Célula tumoral
; ‘ Fibroblasto : : i
AFi L= ~aa . Vaso Célula endotelial
232 Neutréfilo MSC Miofibroblasto _’\/\ Sanguinio @ linfatica

Figura 4 - Representacéo ilustrativa da composi¢cdo do microambiente
tumoral. O MAT é composto por células-tronco hematopoiética (HSC), células
do sistema imune, mastdcitos, células-tronco tumorais (CSC), células-tronco
mesenquimais (MSC), fibroblastos, miofibroblastos, células endoteliais,
pericitos, vasos sanguineos, células normais, célula endotelial linfatica e
células tumorais. Fonte: JOYCE; POLLARD, 2009 — modificado.

Em 1889, Stephen Paget estabeleceu a teoria de “semente e solo” para
descrever o microambiente tumoral e a sua atuacdo no desenvolvimento do cancer.
Nesta teoria, as metastases “as sementes” de um tumor especifico, frequentemente
invadem e se desenvolvem em locais “0 solo” similares ao ambiente original do
tumor. O “solo” corresponde assim ao microambiente tumoral. Durante o processo

de carcinogénese e propagacao, o MAT determina 0S processos posteriores, pois, 0
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tumor pode mudar o seu microambiente e o microambiente pode afetar o
crescimento do tumor (KAMINSKA et al., 2015).

A maioria dos estudos sobre resisténcia a quimioterapicos foca em alteracdes
genéticas ou fenotipicas das proprias células tumorais, e excluem seu estroma
composto por diferentes tipos celulares que modulam as respostas das células
tumorais. No entanto, evidéncias crescentes indicam que o estroma de tumores
soélidos interage com o tumor tendo papel determinante na progressao do cancer e
metastase (STEINBICHLER et al., 2015).

Bohrer e Schwertfeger (2012) mostraram que os macrofagos em torno de
lesbes pré-invasivas em camundongos secretam quimiocinas de ligacdo que
promovem a migracdo e invasdo de células epiteliais pré-neoplasicas vizinhas.
Smith, Teknos e Pan (2013) relataram que os fibroblastos associados ao cancer
(FACs) induzem a transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) em células de carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC). Em cancer colorretal,
fibroblastos associados ao tumor atuam liberando fatores que promovem resisténcia
ao tratamento quimioterapico. Neste cenario, a busca por novos quimioterapicos
envolve novas abordagens que incluem a resposta e modulacdo das células
estromais, como os fibroblastos, células epiteliais normais e macréfagos a terapia
(GONCALVES-RIBEIRO et al., 2016).

2.4.1 Perfil do secretoma de células do microambiente tumoral

As células do microambiente tumoral agem sobre as células tumorais
liberando fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas que influenciam a resposta

frente a regresséo ou progressao da doenca (KAMINSKA et al., 2015).

2.4.1.1 Macréfagos associados ao tumor

Os macrofagos derivam dos mondcitos circulantes do sangue periférico e
podem se especializar em resposta a diferentes estimulos. Dentre estes perfis
fenotipicos e funcionais estdo os macrofagos M1, ativados classicamente e os
macréfagos M2, ativados alternadamente. Em geral, os TAMs séo de fendtipo M2 e
executam, principalmente, acbes que favorecem a sobrevivéncia, proliferacéo e

metastase das células tumorais. A presenca de um numero elevado de macrofagos
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M2 no MAT ¢é indicativo de um pior prognostico devido as suas atividades pro-
oncogénicas (SOLIS-MARTINEZ et al. 2018).

Macrofagos polarizados para perfil M2 cocultivados com células tumorais de
pancreas foram capazes de aumentar a morfologia fibroblasticas das células
tumorais, regular positivamente os marcadores de transicdo epitélio-mesenquimal
(TEM) e aumentar a proliferagdo, migracdo e atividade proteolitica das
metaloproteinases (MMP2 e MMP9) nas células tumorais pancreaticas, além de
diminuir a expressao de E-caderina, um marcador epitelial. A cocultura aumentou a
expressdo de TLR4 (do inglés Toll like receptor 4) em TAMs polarizadas em M2, e
consequentemente sua ativacao pelo lipopolissacarideo aumentou a expressao de
IL-10 resultando no aumento da TEM nas células tumorais de pancreas (LIU et al.,
2013).

WANG et al. (2011) isolaram TAMs dos tecidos priméarios de cénceres de
pulmao de células ndo-pequenas e observaram a alta expressao de moléculas como
a MMP-9, e esta mostrou correlacao positiva com a progressado da doenca. O meio
condicionado dos TAMs aumentou a migracdo e invasao nas células de
adenocarcinoma de pulmé&o, SPC-Al, H460 e A549 devido a agdo, em parte, da
MMP-9.

Semelhantemente, YAO et al. (2018) observaram que o cultivo de células de
carcinoma hepatocelular (HCC) com meio condicionado em macrofagos polarizados
para M2 apresentaram a morfologia fibroblastica, capacidade metastatica
aumentada e aumento da expressao de marcadores de TEM. Além disso, houve um
aumento na expressdo de TLR4 nas células HCC tratadas com meio condicionado
em macrofagos polarizados para M2 promovendo a sua migracdo. O aumento da
expressdo de TLR4 est envolvida com a atividade iniciadora do tumor e promogéao
da quimiorresisténcia durante o desenvolvimento do HCC.

Macrofagos M2 secretram CCL18, a qual esta envolvida criticamente nas
metastases do cancer. She e colaboradores (2018) observaram que macrofagos
polarizados para M2 manifestaram aumento do mRNA e da expressao proteica de
CCL18, IL-10 e CD206 e o meio condicionado dessas células promoveram a
migracdo e invasdo das células de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco

(HNSCC), sendo observado também a ocorréncia da TEM.
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2.4.1.2 Fibroblastos associados ao cancer

Os FACs sao componentes importantes do microambiente tumoral e “co-
evoluem” com as células tumorais contribuindo para o seu crescimento, invasao e
metastase, no entanto, 0s mecanismos envolvidos nestes eventos ainda ndo foram
totalmente elucidados. Os FACs sdo marcados pela expressao de actina do musculo
liso — a (a-SMA), vimentina e N-caderina (WANG, et al., 2017; WANG et al., 2019).

Em seu estudo, Wang et al. (2017) isolaram FACs de cancer de pulméo e
verificaram que o0 meio condicionado gerado a partir dessas células aumentou
drasticamente a migracao e invasdo de células do cancer de pulméo, induziu a TEM
e a expressdo de MMP2 e VEGF relacionados as metastases. Todos esses eventos
relacionados a secrecdo de IL-6 e subsequentemente ativacdo da via de sinalizagcéo
JAK2/STATS.

Os fibroblastos associados ao cancer cocultivados com linhagem tumoral de
mama (MCF7) apresentaram uma maior expressao de vimentina e menor expressao
de E-caderina direcionando as células tumorais para a TEM e aumentando a sua
invasdo (SOON et al, 2013). Semelhantemente, no carcinoma de células
escamosas de lingua cocultivados com FACs, h4 o aumento da proliferacdo e
invasdo das células tumorais, além de induzir a regulagédo positiva dos marcadores
de TEM, fibronectina e vimentina e regulacdo negativa de E-caderina (ZHOU et al.,
2014).

WANG et al.,, (2019) em seus resultados identificou a epiregulina (EREG)
como responsavel na ativacdo do fendtipo FACs a partir de fibroblastos normais
(FNs). A alta expressdo de EREG nos FACs correlacionou-se com o estagio T
(estadiamento do céncer) mais alto e maior invasdo prevendo menor sobrevida
global em pacientes com carcinoma epidermaide oral. Os FACs induzidos por EREG
promoveram a TEM nas células tumorais de carcinoma epidermaoide oral necessaria
para a migracao e invasao dependente da via de sinalizacdo JAK2/STAT3 e da IL-6.

Semelhantemente, dados de Wu et al., 2017 e Goulet et al., 2019, sugerem
que os FACs no MAT promovem a progressdo do céancer gastrico e de bexiga
atraves da sinalizacédo de IL-6/JAK2/STAT3 e a terapia direcionada a IL-6 pode ser

uma abordagem alternativa nesses tipos de canceres, atuando sobre os FACs.
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2.4.2 Modulacdo do secretoma das células do microambiente tumoral por
metabolitos

E conhecido que as células do microambiente tumoral possuem ac&o dual
frente a progressédo e regressao do tumor secretando citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento (QUAIL; JOYCE, 2013). A modulacdo do MAT pode ser
realizada para entender se uma determinada substancia altera a resposta das
células do MAT e o efeito desse secretoma na progressao ou regressao das células
tumorais. Portanto, é possivel modular células do microambiente tumoral por meio
de substancias quimicas, citocinas, hipdxia, fatores de crescimento, entre outros. Tal
abordagem tem sido conduzida em estudos com células-tronco mesenquimais
visando a melhoria da eficacia de seu uso terapéutico em diversas aplicacdes
(NORONHA et al., 2019).

A acdo da nicotina nas células tumorais € conhecida, porém, o seu efeito
nas células do MAT €& desconhecido. Com base nisso, Chen et al. (2018)
identificaram que a nicotina ativou FACs de modo que seu secretoma induziu o
processo de TEM em células tumorais de mama. Curiosamente, 0 meio
condicionado ativado por nicotina teve um efeito mais impactante na promoc¢éo da
TEM e na capacidade de migracdo das células tumorais quando comparado ao
tratamento direto com nicotina nas células tumorais de mama. No secretoma de
FACs foi identificada a producdo do fator de crescimento do tecido conjuntivo
(CTGF) e do TFG-B, sendo cruciais para o desenvolvimento de TEM e a migragéao
das células tumorais de mama, pois o seu bloqueio suprimiu essas respostas. Esses
resultados sugerem que os FACs ativados por nicotina parecem ser 0s responsaveis
por acelerar a progressdo do cancer de mama mediado pelo tabagismo.

Em paralelo, os FACs se tornaram promissores alvos terapéuticos para
suprimirem a progressado do tumor e se tornarem benéficos para o tratamento e
prevencdo do cancer. Wang et al (2017a) identificou que a agdo da curcumina, um
potente antioxidante natural com atividade antitumoral descrita, modula as respostas
dos FACs para liberarem um secretoma que inibe a invasao e migracao das células
tumorais de pancreas, evitando assim, a metastase. A curcumina modificou as
caracteristicas mesenquimais dos FACs e reduziu a TEM nas células tumorais de

pancreas.
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Semelhantemente, Ba et al. (2020) em seu estudo identificaram que a
curcumina reverteu o fenotipo de FACs para o fendtipo de fibroblastos peri-tumorais
inibindo a secrecdo de citocinas pro-tumorais, como o TGF-1, MMP2 e fator
derivado de células estromais 1 (SDF-1). O meio condicionado de FACs promoveu a
proliferacéo da linhagem Cal-27 (carcinoma epidermdide da lingua), porém, o meio
condicionado em FACs pré-tratadas com curcumina levou ao bloqueio da
proliferacdo mediada por FACs in vitro e in vivo. Assim, o pré-tratamento com a
curcumina alterou o fenotipo dos FACs e suprimiu seu estimulo a proliferacdo e
“malignidade.

Os FACs tratados com cafeina regulam positivamente as proteinas
supressoras de tumor p16, p53, p21 e Cav-1, reduz a expressao/secrecao de varias
citocinas (IL-6, TGF-B, SDF-1 e MMP-2), e regula negativamente a expressao de a-
SMA. Diminuindo também as acdes invasivas e migratérias dos FACs através da
inativagdo da via Akt/Erk1/2 dependente de PTEN, além de suprimir o efeito pro-
angiogénico dos FACs diminuindo a expresséo e secrecdo de VEGF. Além disso, o
meio condicionado em FACs pré-tratados com cafeina reduziu a acédo paracrina pro-
invasiva e migratoria nas células de cancer de mama. Esses resultados sugerem
que a cafeina tem a capacidade de inativar os miofibroblastos do MAT. Desta forma,
a cafeina pode fornecer uma prevencdo segura e eficaz contra o crescimento e
recorréncia de tumores de mama pela supressao dos efeitos pro-tumorais dos FACs
(AL-ANSARI; ABOUSSEKHRA, 2014).

2.5 Guarana (Paullinia cupana)

O guarana é um fruto oriundo da regido amazobnica, sendo, por centenas de
anos cultivado e utilizado pelos indios brasileiros. A semente é torrada e moida
transformando-se em pd, este é misturado em agua e utilizado como ténico e
estimulante ou pode ser ingerido em capsulas. O guarana apresenta alta
concentragédo de metilxantinas, sendo a cafeina, a de maior abundancia seguida de
teobromina e teofilina. Além disso, contétm uma alta concentracdo de taninos
condensados, como as epicatequinas, proantocianidinas e catequinas,
correspondendo a cerca de 16% de sua composi¢cao o que contribui para prolongar
o efeito estimulante, e adicionalmente possui saponinas e outros componentes

minoritarios (CAMPOS, 2018; MARQUES et al., 2019).
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Atualmente, grande parte da sua producdo é destinada a industria de
refrigerantes, mas também é muito valorizado na industria cosmética e farmacéutica.
Devido a propriedade estimulante da cafeina no sistema nervoso central, o guarana
tem sido amplamente utilizada no mercado farmacéutico. Muitos trabalhos
descrevem vérias propriedades biolégicas do guarand, incluindo ag¢do antioxidante,
antimicrobiana, agregacdo antiplaguetaria, anti-obesogénico, antimutagénicos,
efeitos antitumorais, neuroproteror, quimiopreventivo, entre outros (NAZARE;
FIGUEIREDO, 1982; MATTEI et al., 1998; CHABNER; ROBERTS, 2005; BASILE et
al., 2005; OPALA et al., 2006; RAVI SUBBIAH; YUNKER, 2008; FUKUMASU et al.,
2011; MARQUES et al., 2019).

2.5.1 Guarana e cancer

O guarand mostrou ser uma op¢ao promissora para o tratamento da fadiga
fisica e mental relacionada ao cancer uma vez que seu uso nao esta relacionado a
efeitos colaterais significativos. Ademais, 0 guarana apresenta um baixo custo em
comparacao com a terapia tradicional com medicamentos. A P. cupana foi estudada
em modelos de céancer pré-clinico, nos quais foram observados um efeito
quimiopreventivo em modelo hepatocarcinogénico em camundongos e efeito
antineoplasico em metastases pulmonares de melanoma B16/F10 em ratos
(FUKUMASU et al., 2006; FUKUMASU et al., 2008; CAMPOS et al., 2011).

Um estudo de cruzamento randomizado, duplo-cego, controlado por placebo
foi conduzido por Campos et al. (2011) em pacientes com cancer de mama
submetidos a quimioterapia sistémica, com 100 mg/dia de suplemento em pd de
guarana. A suplementacdo de guarana diminuiu significativamente a fadiga
relacionada ao cancer (FRC). O estudo também indicou a ndo ocorréncia de efeitos
adversos toxicos, disturbios do sono ou ansiedade e depressao nos pacientes que
receberam suplementacdo de guarana. Apesar dos resultados sugerirem um efeito
benéfico do guarana em pacientes com cancer de mama com FRC, as moléculas
bioativas no guarana também podem afetar a eficacia quimioterapéutica.

O potencial efeito antitumoral das catequinas em células tumorais tem sido descrito
na literatura, a exemplo da epigalocatequina galato (EGCG) encontrada no cha
verde. Os dados sugeriram que EGCG pode proporcionar efeitos protetores contra

canceres relacionados a hiperativacdo hormonal: cancer de mama ou da prostata.
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Investigagbes extensas in vitro usando linhagens celulares responsivas e néo
responsivas a horménios mostraram que EGCG induz apoptose e altera a expressao
de proteinas reguladoras do ciclo celular que séo criticas para a sobrevivéncia e
apoptose (WU; BUTLER, 2011).

No entanto, o efeito da cafeina é controverso, pois este metabdlito parece
estar associado, embora com baixa relacdo ao risco de cancer de mama em
mulheres na pos-menopausa (JIANG; WU; JIANG, 2013). Além disso, a cafeina
pode atenuar as respostas das células tumorais de mama a quimioterapia em funcao
de sua capacidade intercalante na fita dupla do DNA (HILL; MORIARITY; SETZER,
2011). Em contraste, um estudo realizado em células tumorais de mama tratadas
com paclitaxel demonstrou que a administracdo de cafeina aumentou a inducao de
apoptose desencadeada pelo medicamento quimioterdpico (SAUNDERS et al.,
1997). Observou-se ainda que o co-tratamento com agentes antitumorais e 6-
selenocafeina reduziu a viabilidade celular da linhagem MCF-7 (MARTINS et al.,
2013).

A cafeina, teobromina e teofilina sdo os membros mais conhecidos das
metilxantinas. Em estudo in vitro, a cafeina inibiu a proliferacdo de células HOS
(ostessarcoma humano) e suprimiu as atividades das vias NF-kB, AKT, mTOR/S6K
e ERK (MIWA et al., 2012). A teofilina desregulou a expressao do fator de splicing
rico em arginina/serina 3 (SRSF3) e mudou p53 de isoformas a para 3, assim como
a cafeina nas linhagens HelLa (linhagem de céancer de colo de uatero) e MCF-7
(cancer de mama). A teofilina induziu a apoptose celular, senescéncia e diminui¢cdo
de formacdo de colbnias. A teofilina reduziu a proliferagdo celular, enquanto a
cafeina apresentou taxas aumentadas de proliferacdo (CHANG, et al., 2017). A
teobromina inibiu a proliferagcdo, aumentou os niveis intracelulares de cAMP, e
diminuiu a ativacdo da via de sinalizacdo do fator nuclear kappa B em células de
glioblastoma humano (SUGIMOTO et al., 2014).

2.5.2 Guarana e atividade antioxidante

A suplementag&o com extratos de alimentos antioxidantes em células tronco
mesenquimais senescentes parece diminuir o processo de senescéncia, bem como
reduzir o potencial de dano causado pelo estresse oxidativo (NORONHA et al.,

2019).
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Varios trabalhos vém demonstrando o potencial antioxidante do guarana e
relacionando essa caracteristica a quantidade de  polifendis (principalmente
taninos) encontrado nos extratos (MATTEI et al. 1998; BASILE et al., 2005). Porém,
Dalonso e Petkowicz, 2012 avaliaram a capacidade antioxidante do extrato
metanolico e de polissacarideos, o extrato metandlico exibiu uma alta capacidade de
eliminacao de radicais DPPH (90,9%) com dose de (10 mg / ml) na mesma dose, o
polissacarideo mostrou atividade sequestrante de 68,4%. De modo que, 0sS
polissacarideos também podem estar envolvidos na atividade antioxidante.

O guarana exibiu efeito protetor in vitro contra citotoxicidade e estresse
oxidativo em células de fibroblastos murinos NIH-3T3 induzidas pela exposi¢cao a
nitroprussiato de soédio (SNP). No entanto, esses efeitos dependeram da
concentracdo de guarana, com as concentracdes de extrato mais eficazes variando
de 0,5 a 5 mg/ml. Estes resultados sugerem que o0 guarana tem uma ac¢ao bioativa in
vitro sobre a modulacdo do o6xido nitrico (ON), possuindo acdo antioxidante em
situacdes com niveis mais altos de ON celular (BITTENCOURT et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da exposi¢cdo do meio condicionado em células previamente
tratadas com extrato hidroalcodlico de guarana na capacidade proliferativa e

migratoria de células tumorais de mama e de pulméao.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o perfil de viabilidade, o efeito antioxidante e o perfil de morte
celular em linhagens tumorais e em células de caracteristica de microambiente
tumoral tratados com EHG.

- Avaliar a capacidade proliferativa e clonogénica das células tumorais de
mama e de pulmao cultivadas com os meios condicionados gerados em células de
caracteristicas de microambiente tumoral;

- Avaliar o perfil de migragéo e do ciclo celular da linhagem tumoral pulmonar
submetida aos meios condicionados nas células de caracteristicas de microambiente

tumoral previamente tratadas com EHG;
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RESUMO

O guarana € um fruto amazbnico rico em metilxantinas, como a cafeina e
teobromina, entre outros metabodlitos. Em funcdo do alto teor de cafeina, €
comumente utilizado em bebidas tbnicas e estimulantes. O guarana possui
atividades biologicas descritas, como: antioxidante, antinflamatéria e antitumoral. O
objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o efeito direito do extrato hidroalcoodlico
de guarana (EHG) em diferentes linhagens celulares. Os metabdlitos majoritarios
presentes no extrato: cafeina, teobromina, teofilina e catequina foram quantificados
por RP-HPLC. Os valores de CI50 do EHG foram obtidos através de ensaios de
viabilidade por metabolizacdo dos reagentes MTT, resazurina e por coloracdo com
vermelho neutro. A atividade antioxidante foi avaliada através da sonda fluorescente
DCFDA e perfil de morte por marcacdo com Anexina V/7AAD por citometria de fluxo.
A analise cromatografica do extrato permitiu identificar uma elevada concentracédo
de cafeina seguido de teofilina, teobromina e catequina. O tratamento direto com
EHG revelou perfis e valores de CI50 heterogéneos entre as linhagens celulares
avaliadas: MDA-MB 231, MCF7, MCF10A, A549, BEAS-2B, NIH-3T3, MRC5, NCTC
clone 929, THP-1 diferenciada em macrofagos. A linhagem mais resistente foi a de
adenocarcinoma de pulméo (CI50=17652+10,22 ug/ml), enquanto a mais sensivel foi
o fibroblasto murino (C150=1504+34,78 ug/ml). As concentragbes 500 e 1000 pg/ml
de EHG demonstraram atividade antioxidante reduzindo os niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs) na linhagem MDA-MB 231 tanto em condi¢cdes basais
guanto sob estresse oxidativo. THP-1 diferenciadas em macréfagos sob estresse
oxidativo e pré-tratadas com 1000 pg/ml apresentaram reducéo nos niveis de EROS.
O tratamento com o valor de CI50 de EHG (12.022+10.73 pg/ml) direciona células
BEAS-2B para um perfil de morte por apoptose. Coletivamente, os resultados
mostram que o EHG possui perfil heterogéneo quanto a citotoxicidade. Além disso, o
extrato apresenta atividade antioxidante em linhagens celulares e induz um perfil
apoptético de morte celular. Nossos resultados reforcam a indicacdo do extrato de
guarana como possivel terapéutica adjuvante no tratamento do cancer.

Palavras-chave: Paullinia cupana; guarana; células tumorais, macréfagos.
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INTRODUCAO

O guarana (Paullinia cupana) € um fruto de planta nativa brasileira, originaria
da regido Amazonica comumente empregada em bebidas caseiras e industriais,
como tonico e estimulante (MARQUES et al., 2019; BITTERCOURT et al., 2016;
SCHIMPL et al., 2013). O guarana apresenta altas concentragfes de metilxantinas,
sendo a cafeina, o componente majoritario seguida de teobromina e teofilina. Além
disso, contém taninos condensados, como as epicatequinas, proantocianidinas e
catequinas (MARQUES et al., 2019; SCHIMPL et al., 2013). Bittencourt et al., (2014)
quantificou os metabdlitos presentes no guarana e encontrou 34,19+1,26 mg/g de
cafeina, 0,14+0,01 mg/g de teobromina, 3,76+0,12 mg/g de catequina e 4,05%+0,16
mg/g de epicatequina.

Vérios estudos descrevem suas propriedades antioxidantes (SILVA, 2019;
CAMPOS et al, 2011; DALONSO; PETKOWICZ, 2012), antinflamatoria
(CARVALHO, 2016), antitumoral (FUKUMASU et al., 2008; CADONA et al., 2016;
CADONA et al., 2017), dentre outras. Destacadamente, estudos in vitro e in vivo
apontam a reducdo na proliferacdo tumoral e inducdo de apoptose com a
administracdo do guarand (FUKUMASU et al., 2008; BITTENCOURT et al., 2013).
Coletivamente, o efeito protetivo do guarana contra danos quimicos e oxidativos
apontam sua potencial administracdo como adjuvante no tratamento oncol6gico
(FUKUMASU et al., 2006; HERTZ et al., 2015).

Cadona et al. (2017) descreveu que o guarana inibe in vitro a via MAPKs na
linhagem de cancer de mama e sinalizacdo por mTOR em células de cancer de
mama e colorretal. Tal bloqueio promoveu a redugao na proliferagéo celular e a
capacidade clonogénica das células sugerindo sua aplicagdo como um farmaco com
atividade antitumoral. Em um estudo pré-clinico Fukumasu et al. (2008) identificou
gue o guarana reduz a proliferacéo e induz a apoptose em metastases pulmonares
de células de melanoma B16/F10 em camundongos. Neste sentido, o objetivo deste
estudo foi investigar o efeito do extrato hidroalcodlico de guarana em linhagens
celulares, tanto tumorais quanto normais, avaliando seu perfil citotoxico, antioxidante

e 0 mecanismo de morte celular associado.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e preparo do extrato hidroalcodlico de guarana (EHG)

Neste trabalho foi utilizado o guarand em po6 cedido pela Associacdo dos
Agricultores Familiares do Alto Urupadi (AAFAU), localizada na Comunidade Nossa
Senhora de Nazaré, polo 11 do Alto Urupadi, a 80 km da cidade de Maués,
Amazonas. A amostra obtida pertence a safra de 2017, lote n® 1. Todos os dados
referentes a espécie vegetal, local de coleta e o foco da pesquisa foram submetidos
ao Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Adquirido (SisGen) vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA). O
Comprovante de Cadastro de Acesso e 0 numero do Cadastro encontram-se no
Anexo I.

Para geracdo das fragdes soluveis, o extrato hidroalcodlico foi obtido como
descrito por Bittencourt et al. (2013). O p6 de guarana foi diluido para uma
concentracdo final de 200 mg/ml em solucéo etanol: agua (70:30). Apds 24 horas
sob agitacdo, essa suspensao foi submetida a centrifugagédo a 3000 rpm, por 10
minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a rotavaporizacédo
a 50°C até eliminacdo completa do solvente. Em seguida ao passo de remocao do
etanol, a solucdo foi submetida a liofilizacdo. O extrato seco foi ressuspenso em
tampéao fosfato salino (PBS) (200 mg/ml) e homogeneizado em agitador magnético
por 10 minutos. Apds a homogeneizacao, a solucéo foi transferida para um tubo de
50 ml e infundida em agua fervente por 7 minutos. Em seguida, o extrato foi
centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e esterilizado
por filtragem em membrana de 0,22 um e distribuido em aliguotas de 200 pl em
tubos de 1,5 ml que foram armazenadas no freezer a -80°C para utilizagdo posterior

nos experimentos.

Quantificacdo de metabdlitos do extrato seco de guarana por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE)

O extrato hidroalcodlico de guarana foi injetado na concentracdo de 500 pl/ml

no cromatografo liquido de alta eficiéncia para a quantificagcdo dos metabdlitos, A
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andlise cromatogréfica foi realizada segundo Roggia et al. (2020) para analise de

metilxantinas (teobromina, teofilina e cafeina) e taninos (catequina e epicatequina).

Cultivo celular

As linhagens humanas: MDA-MB 231 (ATCC® HTB-26™) carcinoma de
mama, A549 (ATCC® CCL-185™) carcinoma de pulm&o, MCF10A (ATCC®CRL-
10317™) células epiteliais mamarias normais, BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™)
células epiteliais pulmonares normais, THP-1 (ATCC® TIB-202™) mondcitos de
sangue periférico humano, cedidas pelos colaboradores Dr. Dawidson Assis Gomes
(ICB/UFMG) e Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart (UFU) foram utilizadas nos
experimentos. Ademais, foram utilizadas as linhagens: MRC5 (ATCC® CCL-171™),
fibroblasto humano normal, MCF7 (ATCC® HTB-22™), adenocarcinoma mamario,
NCTC clone 929 (ATCC® CCL-1™), fibroblasto murino e NIH-3T3 (ATCC® CRL-
1658 ™), fibroblasto murino.

As linhagens NIH-3T3 e NCTC clone 929 foram cultivadas em meio basal de
Dulbecco, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high-glucose (DMEM; Sigma-
Aldrich) suplementado com 5 mM de bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino
(Life Technologies), 100 unidades/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Life
Technologies).

A linhagem MCF10A foi mantida em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12; Life Technologies) suplementando com
fator de crescimento epidermal (EGF) (20 ng/mL), hidrocortisona (0.5 pg/mL),
insulina (10 pg/ml), toxina colérica (100 ng/mL), 10% de soro fetal bovino (Life
Technologies), 100 unidades/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Life
Technologies).

As linhagens BEAS-2B, A549, MDA-MB 231e MCF7 foram mantidas em
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12; Life
Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life Technologies), 100
unidades/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Life Technologies).

As células THP-1 foram mantidas em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 da Life Technologies suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life

Technologies), 100 unidades/mL penicilina e 100 ug/mL estreptomicina (Life
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Technologies). Para a inducdo da diferenciacdo das células, os mondcitos foram
cultivados em meio RPMI 1640 suplementado com forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) na concentracao de 10 ng/ml durante 48 horas, ap0s esse periodo as células
foram lavadas com PBS 1X e o meio de cultura renovado para descanso por 48
horas até inicio dos experimentos.

Todos os meios foram devidamente filtrados em membrana de difluoreto de
polivinilideno de 0,22 um (Millipore). As células foram mantidas em garrafas T75,
armazenadas em estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% v/iv CO2 e 0 meio
substituido a cada 3 dias. As subculturas celulares foram realizadas quando as
garrafas de cultura atingiram uma confluéncia aproximada de 70 a 80%.

Isolamento de fibroblasto primario de pele de camundongo e cultivo celular

A utilizagcio de modelo animal foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Amazonas — UFAM sob o n° 031/2019. Os
fragmentos de pele foram isolados de camundongos da linhagem swiss e colocados
em uma placa de Petri com solucédo tampéao salina fosfato 0,15 mol/L pH 7,2 (PBS
1x). Em capela de fluxo laminar, os fragmentos foram colocados em tubo cénico de
polietileno de 15 ml estéril, em seguida, centrifugado por 7 minutos a 234 xg em PBS
1x, no intuito de isolar do sobrenadante as células gordurosas, sanguineas e
impurezas que dificultam a aderéncia das células fibroblasticas nas placas de
cultura. Apés o descarte do sobrenadante, foi adicionado 2 ml de solucdo de
colagenase tipo 1, 0,10% m/V (Thermo Fisher Scientic) para digestdo da matriz
extracelular, por 90 minutos, em estufa 37°C, atmosfera imida e 5% CO:2. Durante
esse periodo a cada 15 minutos, o tubo contendo o tecido foi agitado vigorosamente
para facilitar a acdo da colagenase. O tubo foi centrifugado novamente a 234xg por
7 minutos a temperatura ambiente. Ao final da centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado contendo a pele com fragdo celular foi ressuspenso em
meio de cultura DMEM suplementado com SFB 10% e transferido com o explante
para dois poc¢os de placas de cultura celular que foram mantidas em estuda 37°C,
atmosfera umida e 5% CO2. Ap6s dois dias de repouso, 0 conteudo das placas de
cultura foi novamente transferido para tubos de polietileno (15 ml) e centrifugado a
234xg por 7 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado, o

precipitado formado ressuspenso em meio de cultura DMEM suplementado com
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SFB 10% e recolocado nas placas de cultura A cada dois dias, o0 meio de cultura era
removido, o poco da placa lavado com 1 ml de PBS 1x para remocao de células
sanguineas e gordurosas residuais e fibroblastos ndo aderentes, e recolocado 1 ml
de meio de cultura DMEM suplementado com SFB 10%. As placas foram
examinadas ao microscopio até que fossem observados grupos de fibroblastos
aderidos, o que ocorria em torno de 7 dias. Os fragmentos de pele eram entédo
descartados e ap0s alguns dias, com uma maior densidade de células, transferidos
para garrafas de cultura celular.

Quando as células atingiram 80% de confluéncia na garrafa, o meio de cultura
foi retirado, as células lavadas com PBS 1x e tratadas com tripsina 0,05% EDTA por
5 minutos. ApGs a acdo da tripsina, a garrafa recebia meio de cultura DMEM
suplementado com SFB 10% na proporcéo de 3 vezes o volume da tripsina para sua
inativacdo, e a suspensdo formada colocada em mais garrafas. Inicialmente foi
utilizada a garrafa T25 e a seguir a garrafa T75.

Os fibroblastos primarios foram cultivados em meio basal de Dulbecco,
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high-glucose (DMEM; Sigma-Aldrich)
suplementado com 5 mM de bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino (Life
Technologies), 100 unidades/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Life
Technologies). As células pimarias utilizadas no ensaio de viabilidade estavam na

terceira passagem.

Ensaios de viabilidade celular e obtencéo do valor de CI50 do EHG

Os ensaios baseados na metabolizagdo dos reagentes MTT, resazurina e
marcacgao lisossomal com vermelho neutro foram utilizados para avaliar o efeito do
extrato hidroalcoodlico de guarana na viabilidade das células MDA-MB-231, MCF10A,
BEAS-2B, A549, THP-1, MCF7, NIH-3T3, NCTC clone 929, MRCS5 e fibroblastos

primarios murinos.

Ensaio de metabolizacdo do reagente MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil
brometo de tetrazolina]

Neste experimento, as células MDA-MB 231, MCF10A, MCF7, MRC5, NIH-

3T3, NCTC clone 929, fibroblasto primario murino e A549 foram plaqueadas em
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placas de 96 pocos na densidade de 1x10* células/poco, as células BEAS-2B na
densidade de 2x10* e as células THP-1 diferenciadas em macréfagos foram
plaqueadas na densidade de 1,2 x10° células/poco (Placa 96 pocos) sendo mantidas
na estufa a 37°C com 5% de CO2. No segundo dia, as células foram incubadas com
diferentes concentragcbes de EHG (50000, 25000, 10000, 5000, 2500, 2000, 1000,
750, 500, 100, 50, 25 e 10 pg/ml) para a determinacdo da concentragdo inibitoria
50% (CI150). Como controle positivo de morte celular foi utilizada dimetilsulfoxido
(DMSO) na concentracdo de 20% (Sigma-Aldrich) em meio completo, e o controle
negativo consistiu de células ndo tratadas. Decorridas 24 horas de incubacéo, em
cada poco foram adicionados o reagente MTT: 105 pl de meio acrescido de 85 ul da
solucédo estoque de MTT (5 mg/ml) para as células MDA-MB 231, MCF10A, NIH-
3T3, NCTC clone 929, MCF7 e A549, e 90 ul de meio acrescido de 100 ul da
solucdo estoque de MTT (5 mg/ml) para BEAS-2B, MRC5 e THP-1. Apés 2 horas
para as celulas MDA-MB 231, MCF10A, NIH-3T3, NCTC clone 929, MCF7 e A549, e
4 horas para BEAS-2B, MRC5 e THP-1, os cristais de formazan formados foram
solubilizados com a adicédo de 100 ul de solucéo isopropanol acidificado com 0,04N
de HCI (MOSMANN, 1983). Ap6s 20 minutos no agitador de placas foi realizada a
leitura a 595 nm no leitor de placas (Chameleaon™ V Multitecnolégico) do

laboratério de Purificacdo de Biomoléculas — CAM/ UFAM.

Metabolizacdo do reagente resazurina (7-hidroxi- 3H -fenoxazin-3-ona 10-6xido)

As células foram plaqueadas e tratadas conforme item anterior. Decorridas
24h de incubagdo com os tratamentos, em cada poco foram adicionados 5 pul de
resazurina (3 mM) acrescidos de 95 pl de meio completo. Apdés 3 horas de
incubacgéo a placa foi lida em 570nm e 595nm no leitor de placas do laboratorio de
Purificacdo de Biomoléculas — CAM/ UFAM.

Marcacgéo lisossomal com corante vermelho neutro

As células foram plaqueadas e tratadas conforme o protocolo de MTT.
Decorridas 24h de tratamento, o procedimento de marcagdo lisossomal com
vermelho neutro foi realizado de acordo com Repetto, del Peso e Zurita (2008). A
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leitura foi realizada a 540 nm no leitor de placas do laboratério de Purificacdo de
Biomoléculas — CAM/ UFAM.

Avaliacdo da atividade antioxidante do EHG

Este ensaio foi conduzido nas células tumorais MDA-MB 231 e em
monaocitos diferenciados em macréfagos, THP-1. Células MDA-MB 231 foram
plaqueadas na densidade 1x10* células/poco em placa 96 pogos. Células THP-1
plagueadas na densidade de 1,2x10° diferenciadas com 10 ng/ml de PMA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato) por 48 horas. As células foram tratadas com as
concentracfes 100, 500 e 1000 pug/ml de EHG, apds 24 horas foram lavadas com
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) 1X. O grupo controle antioxidante foram
células tratadas por 1h com o flavonoide quercetina na concentragdo de 50 pM.
Apés esse periodo, em todos os grupos foram acrescidos de 25 uM da sonda
florescente DCFDA (2',7'-Diclorofluoresceina diacetato) em solucdo HBSS 1X por 45
minutos. Apés esse periodo, as células foram lavadas para retirada da sonda com
HBSS 1X e parte dos grupos foram submetidos ao estresse oxidativo utilizando 100
UM de perdxido de hidrogénio (H202) por 1 hora, enquanto a outra parte permaneceu
em solucdo de HBSS 1x. Apds 1 hora, as células foram raspadas com o auxilio de
uma ponteira P200 e transferidas para uma placa preta de fundo opaco para leitura
da fluorescéncia (excitacdo em 488 e emissdo em 535) no leitor de microplacas do

Laboratério de Purificacdo de Biomoléculas do CAM/UFAM.

Avaliagcdo do mecanismo de morte induzido pelo EHG por citometria de fluxo

As células BEAS-2B foram plagueadas em placa de 6 pocos na densidade de
1x10°® células por poco. Ap6s 24h, as células foram tratadas com a concentracéo
inibitéria 50% (C150) de EHG, para controle de morte foi utilizado cisplatina (10 uM)
e controle negativo de morte consistiu de células nao tratadas. Apdés 24h de
tratamento, as células foram lavadas com PBS 1x e retiradas da placa por acéo
enzimatica utilizando solucdo Tripsina-EDTA a 0,05%. ApOs inativacdo com meio
completo, as células foram centrifugadas a 200 xg por 5 minutos e ressuspensas em
uma concentracdo final de 1x10° células/ml em PBS 1x gelado. A lavagem foi

realizada duas vezes e em seguida foram ressuspensas em tampao de ligacdo 1x
42



(Kit I PE Annexin V Apoptosis Detection, BD Pharmingen™). 100 uL (1x10° células)
foi transferido para um tubo de 5 mL e adicionados 5 puL de Anexina V e 5 pL de 7-
AAD e ap6s a homogeneizacao, o tubo foi incubado por 15 minutos a temperatura
ambiente (25°C) no escuro. ApoOs esse periodo foi adicionado 400 pL de tampéao de
ligagéo 1x em cada tubo e analisado no citometro BD Acurri C6. Procedeu-se com a
leitura de 50.000 eventos. Na analise foram consideradas células apoptéticas
marcadas com Anexina-V/PE, apoptoéticas tardias/necroética para células duplamente
marcadas com Anexina V-PE e 7-AAD e células necréticas, as células marcadas
somente com 7-AAD e as células viaveis correspondentes ao quadrante sem

marcacdo. Os resultados foram analisados no software FlowJo versédo 10.6.1.

Analise estatistica

Os dados foram obtidos pela realizacdo de pelo menos trés experimentos
independentes e expressos utilizando a média = desvio padrdo da média. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8. Para
a obtencdo dos valores de CI50 foi realizada uma andlise de regressdo néo-linear.
Com o objetivo de avaliar a significancia das diferencas observadas entre 0s grupos
estudados foi conduzida a analise de variancia one-way ANOVA e quando aplicado,

teste de comparacao de médias (Tukey’s).
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RESULTADOS

EHG apresenta a cafeina como metabdlito majoritario seguido de teofilina

A amostra apresentou as metilxantinas (teobromina, teofilina e cafeina) e
taninos (catequina), conforme Figura 1. O cromatograma apresenta outros picos nos
tempos de retencao (tr) de 5,9 min; 6,5 min e 15,9 min. Porém, essas substancias
nao foram identificadas e quantificadas, devido a auséncia dos metabdlitos de

referéncia. Na tabela 1 é indicado o teor dos marcadores encontrados na amostra.

mAU (x10)
Area P80nm,4nm (1.00)
] D
(mAU) 207
1 B
1.0—:
C
0.0
1.0—:
1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 |
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25,0 min

Tempo (min.)

Figura 1 — Cromatograma obtido através da andlise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) da amostra de extrato de seco de guarana, na concentragao
de 500 pg/mL. A: Teobromina (tr= 4,9 min), B: teofilina (tr= 7,9 min), C: catequina (tr=
11,3 min), D: cafeina (tr= 14,3 min).

Tabela 1 - Teor dos marcadores encontrados na amostra do extrato seco de guarana.

Marcador Teor (ug/mL) Teor (%)
Teobromina 0,537 £ 0,03 0,11 +0,01
Teofilina 7,446 + 0,38 1,49 + 0,08
Catequina 4,116 + 0,20 0,82 + 0,04
Cafeina 23,443 £ 0,10 4,69 £ 0,02

44



Células normais, tumorais e células primarias tratadas com EHG apresentam

perfil distinto de viabilidade

O efeito do EHG na viabilidade celular foi avaliado pelo ensaio de
metabolizagdo dos reagentes MTT e resazurina com concentragdes do extrato
variando de 10 — 50000 pg/ml em 24 horas de exposicado. Os valores obtidos de
CI50 (Concentracao Inibitéria 50%) do extrato hidroalcodlico de guarana, bem como
os graficos com as curvas dose-resposta do EHG nas linhagens celulares tumorais:
A549, MDA-MB 231, MCF7; linhagens normais de mama e pulmdo MCF10-A e
BEAS-2B; linhagens de fibroblastos: NCTC clone 929, MRC-5, NIH-3T3, mondcitos
diferenciados em macréfagos: THP-1 e células primarias de fibroblastos murinos séo

apresentados, respectivamente, na tabela 2 e figura 2.

Tabela 2 - Determinacdo dos valores de CI50 do EHG em
diferentes linhagens celulares por ensaio de metabolizacdo de
MTT® (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina)
e resazurina® (7-hidroxi- 3H -fenoxazin-3-ona 10-6xido). Os
valores sdo descritos com média * desvio padrdo. As concentracdes
de EHG séo descritas em pg/ml. (n=4).

A5490) 17652+10,22
MCF10A® 16872+15,47
MRC-5@ 9426+20,08
MCF-7@ 6771+25,22
MDA-MB 231@ 4549+16,36
BEAS-2B® 3438+11,11
Fibroblasto primario murino® 3392+11,65
NCTC clone 929®) 2573+9,76

THP-1@ 2265+21,31
NIH-3T3@® 1504+34,78

CI50, concentracao inibitoria 50%.

Dentre as linhagens tumorais avaliadas, a linhagem de carcinoma de pulmé&o
humano A549 foi a mais resistente ao efeito citotoxico do EHG necessitando de
17652+10,22 pg/ml para atingir o valor de CI50, sendo a menos resistente a
linhagens de adenocarcinoma de mama MDA-MB 231 (CI50 = 4549+16,36 pg/ml).

Considerando as células de caracteristicas de microambiente tumoral
analisadas, a linhagem epitelial mamaria normal MCF10A foi a mais resistente

necessitando de 16872+15,47 ug/ml de EHG para atingir a CI50, enquanto THP-1
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Figura 2 - Efeito do tratamento com EHG na viabilidade de diversas linhagens celulares. Curva
dose-resposta de EHG nas células (A) A549, carcinoma de pulméo, (B) MCF10A, célula epitelial
mamaria normal, (C) MRC-5, fibroblasto humano normal, (D) MCF-7, adenocarcinoma mamario, (E)
MDA-MB-231, adenocarcinoma de mama humano, (F) BEAS-2B, célula epitelial humana de pulmao, (G)
Fibroblasto primario murino, (H) NCTC clone 929, fibroblasto murino, (I) THP-1, monécito de sangue
periférico humano, (J) NIH-3T3, fibroblasto murino. As células com 70-80% de confluéncia foram tratadas
com EHG (25-50000 pg/ml) em meio de cultura completo por 24h, apds esse periodo foi realizado o
ensaio de metabolizacdo de MTT (C, D, E, H e I) ou resazurina (A, B, F e G) para determinar a
viabilidade das células. Os dados s@o expressos com média + desvio padrdo (n=4). EHG, extrato
hidroalcodlico de guarana.

diferenciada para macrofagos, necessitou de 2265+21,31 pg/ml. A avaliacdo da
viabilidade de células ao EHG foi conduzida em linhagens celulares de fibroblastos
murinos e humanos. Dentre os tipos celulares analisados, a linhagem de fibroblasto
humano MRCS5 foi o mais resistente tendo como CI50 9426+20,08 pug/ml de EHG. Ja
as ceélulas de fibroblastos primarios isolados da derme de camundongo
apresentaram um valor de CI50 de 3392+11,65 e a linhagem menos resistente foi o
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fibroblasto murino NIH-3T3 necessitando com valor de CI50 EHG de 1504+34,78
pg/ml.

As linhagens BEAS-2B e THP-1 diferenciadas para macréfagos foram
avaliadas por trés ensaios de citotoxicidades: metabolizacdo de MTT, metabolizacéo
de resazurina e coloracdo com vermelho neutro. Ambas as linhagens apresentaram
resultados distintos nos protocolos: metabolizacado de resazurina e vermelho neutro
em relacéo ao obtido pela metabolizacdo de MTT (TABELA 3). Na linhagem BEAS-
2B, a metabolizacdo da resazurina apresentou um CI50 maior que o grupo MTT
(p<0,0001) enquanto vermelho neutro obteve um valor menor de CI50 (p<0,05). Na
linhagem de THP-1, tanto resazurina quanto vermelho neutro obtiveram valores
superiores de CI50 (p<0,0001) quando comparados a metabolizacdo do MTT. Esses
resultados demonstram que 0s ensaios de citotoxicidades ndo seguiram um padrao
para o EHG nas linhagens celulares, tendo resultados diferentes em relagdo ao
MTT, sendo este o ensaio de citotoxicidade mais comumente usando para
viabilidade celular (MARKOSSIAN et al., 2004).

Tabela 3 - Determinagéo dos valores de CI50 do EHG em BEAS-2B e THP-1 por
diferentes métodos de citotoxicidades. Os valores sdo descritos com média +
desvio padrdo. As concentracfes de EHG sdo descritas em pg/ml. (n=4). As
diferencas estatisticas entre 0s ensaios de citotoxicidade em relacdo a
metabolizacdo do MTT sdo descritas por letras minusculas onde, 2 significa
diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey, ° significa diferenca estatistica
(p<0,0001) pelo teste de Tukey.

MTT Resazurina Vermelho Neutro
BEAS-2B 2330+16,19 3438+11,11° 2287+14,482
D THP-1 2265+21,31 4338+15,95bP 4429+21,06°

Concentragcdes baixas de EHG aumentam o metabolismo em linhagens

celulares

Nos experimentos de viabilidade realizados nas linhagens THP-1, MDA-MB
231 e NIH-3T3 (FIGURA 2) foi observado para baixas concentracdes do extrato,
aumento na viabilidade celular. Assim, para avaliar este perfil, as células foram
tratadas por 24h com as concentragcées de 10, 25, 50 e 100 pg/ml de EHG. Em
células MDA-MB 231, observa-se um aumento na viabilidade em relacdo ao grupo
controle para células tratadas nas concentracdes de 25 e 100 ug/ml. Células THP-1

diferenciadas em macréfagos apresentaram um aumento dose-dependente na
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viabilidade. Em células NIH-3T3, observa-se o aumento na viabilidade nas as

concentracfes 25 e 50 pg/ml, mas ndo para o tratamento com 100 ug/mi.
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Figura 3 - Viabilidade celular de MDA-MB 231, THP-1 e NIH-3T3 tratadas com
baixas concentracbes de EHG. As células (A) MDA-MB 231 apresentaram um
aumento na viabilidade nas doses de 25 e 100 yg/m. (B) mondcitos THP-1 diferencias
em macrofagos apresentaram aumento na viabilidade frente ao tratamento em todas as
concentracdes testadas (C) Em NIH-3T3, 24 horas de tratamento com EHG aumentou a
proliferacdo nas concentragdes 25 e 50 pg/ml, (n=3) *p<0,05 **p<0,01

EHG apresenta atividade antioxidante em linhagens tumoral de mama e em

mondacito diferenciado em macréfagos

Em um trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa, a capacidade
antioxidante do EHG foi avaliada por equivaléncia de trollox e os resultados
mostraram alta capacidade antioxidante (SILVA, 2019). Para avaliacédo da atividade
antioxidante de EHG in vitro foi conduzida a quantificacdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em linhagens MDA-MB 231 e THP-1 diferenciada em
macréfagos previamente tratadas com o extrato em concentragdes ndo citotoxicas.

Assim, a deteccao de EROs foi realizada utilizando a sonda fluorescente DCFDA em
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células submetidas ou ndo ao estresse oxidativo. Na linhagem MDA-MB 231
(FIGURA 4A), o tratamento com EHG reduziu os niveis basais de EROs nas
concentracfes de 1000 pug/ml e 500 pg/ml. Em células MDA-MB 231 submetidas ao
estresse oxidativo com peroxido de hidrogénio, todas as concentracdes de EHG
testadas, incluindo a dose de 100 pg/ml apresentaram reducdo nos niveis de EROs
comparadas ao grupo controle. Além disso, a concentragdo de 1000 pug/ml de EHG
se iguala ao tratamento com quercetina (50uM), um flavonoide com capacidade
antioxidante descrita (YOKOMIZO; MORIWAKI, 2006; ZHANG et al., 2011).

Na linhagem de mondcitos de sangue periférico diferenciados em macrofagos
(FIGURA 4B), o tratamento com o EHG n&o apresentou alteragdo nos niveis basais
de EROs. No entanto, quando as células que foram submetidas ao estresse
oxidativo, a concentragdo de 1000 pg/ml de EHG promoveu uma reducédo

significativa nos niveis de EROs em relacdo ao observado para o grupo controle.
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Figura 4 - Potencial antioxidante do extrato hidroalcodlico de guarana
nas células tumorais de mama e monocitos diferenciados em
macréfagos. (A) MDA-MB 231 e (B) THP-1. Os niveis de espécies reativas
de oxigénio foram analisados através da sonda fluorescente 2'7'-Acetato
Diclorofluoresceina (DCFDA). Células foram tratada por 24 horas com as
concentracdes de EHG e apds esse periodo, o grupo Quercetina (50 pM)
por 1 hora, e a sonda foi aplicada por 45 minutos. O estresse oxidativo foi
induzido utilizando peréxido de hidrogénio (H202) (50 uM) por 1 hora. Apds
esse periodo, as células foram raspadas e transferidas para a placa de
fundo preto para leitura da fluorescéncia em 488nm/535nm. * p<0,05, **
p<0,01, ***p<0,001e **** p< 0,0001 (n=4).
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O EHG promove morte celular por apoptose

Uma vez que o EHG promove reducdo na viabilidade celular (FIGURA 1),
seguiu-se com a andlise do mecanismo de morte desencadeado pelo extrato. A
linhagem epitelial pulmonar BEAS-2B foi submetida ao tratamento com dose
correspondente ao valor CI50 do EHG por 24h e marcada para Anexina V/7-AAD e
analise por citometria de fluxo. Os dados quantificados revelaram uma maior
marcacao por anexina V do que por 7-AAD ou ambas conjuntamente, revelando que

o0 EHG parece ativar vias que direcionam a célula para a apoptose (Figura 5A).
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Figura 5 - Determinagéo do perfil de morte de BEAS-2B submetida ao tratamento com
CI50 de EHG por marcacdo com Anexina V/7-AAD por citometria de fluxo. O EHG direciona
BEAS-2B, célula epitelial humana de pulmao para um perfil de morte apoptoético (A). Os dados
sdo expressos com média + desvio padrdo (n=4). EHG, extrato hidroalcodlico de guarana.
**p<0,01

DISCUSSAO

O guarand é um fruto amazonico popularmente conhecido pelas suas
propriedades estimulantes e tdnicas, sendo e tais caracteristicas atribuidas a
presenca de altas concentracfes de metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina).
Em adicdo, possui metabdlitos como, taninos condensados (catequinas,
epicatequinas, etc), entre outros compostos (MARQUES et al., 2019). De acordo
com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019), as sementes possuem no minimo 4%
de taninos totais, 5% de metilxantinas, sendo 3,5% de cafeina.

A andlise quimica cromatografica do extrato permitiu a identificacdo e
quantificacdo dos metabdlitos, sendo eles, cafeina, teobromina, teofilina e catequina.
Observa-se que outros componentes se encontram presentes e em concentracdes
consideraveis, mas os mesmos nao foram identificados por indisponibilidade dos

51



marcadores padrdes. Como relatado na literatura, a cafeina apresenta-se como o
componente majoritario na amostra, com teor de 4,69+0,02%, seguido de teofilina
(1,49+0,08%), catequina (0,82+0,004%) e teobromina (0,11+0,001%), os dados sdo
semelhantes ao de Bittencourt et al. (2014) que determinaram a concentracdo de
~3,4% de cafeina, ~0,3% de catequinas e ~0,01 % de teobromina no extrato de
guarana. Porém, em relacdo a cafeina, Peixoto et al. (2017) quantificaram cerca de
10% de cafeina, um valor superior ao dos resultados encontrados neste trabalho,
mas encontrou resultados menores de teofilina (0,23%) e teobromina (0,01%) no
extrato de guarana analisado.

O pdé do guarana, bem como extratos gerados do mesmo apresentam
distintas atividades biolégicas descritas como: antioxidante, antitumoral,
guimiopreventivo, entre outras (MARQUES et al., 2019). Com o objetivo de acessar
a resposta de diferentes células ao extrato hidroalcodlico de guarana, foi conduzida
a andlise de viabilidade apos 24 horas de tratamento. Observou-se valores de CI50
do EHG heterogéneos entre as linhagens estudadas. Dentre este grupo de células, a
linhagem de carcinoma pulmonar A549 apresentou a maior resisténcia a altas doses
de EHG, apresentando valor CI50 de 17652 pg/ml. Santa Maria et al. (1998)
determinou o CI50 do extrato aquoso de guarana em linhagem de ovario de hamster
chinés pela metabolizacdo do MTT e determinou uma dose alta para inibicdo de
50% de viabilidade (34620 pg/ml) corroborando com os dados do nosso estudo. Luli,
Zhou e Tang (2017) ao avaliar a citotoxicidade do componente majoritario do
guarana, a cafeina, nas linhagens de cancer gastrico MGC-803 e SGC-7901
verificou que a concentracdo de 4mM (776,76 pg/ml) reduziu em 50% a viabilidade
celular ap6s 24horas de tratamento em ambas as linhagens. Considerando a
caracterizagdo do extrato, a concentracdo de cafeina corresponde ao CI50 nas
linhagens tumorais analisadas foram: 827,8 pg/ml para A549, 213,3 ug/ml para
MDA-MB 231 e 317,5 pg/ml para MCF-7.

Baixas concentracbes foram usadas por Hertz et al., (2015) para avaliar o
efeito do extrato hidroalcodlico de guarana na viabilidade da linhagem de cancer de
mama MCF7. Observou-se que as doses 1, 5 e 10 pg/ml nédo afetava a viabilidade
celular em 24 horas, mas doses de 5 e 10 pug/ml diminuiram a viabilidade em 72h.
Tais dados reforcam o perfil de citotoxicidade dependente de dose e tempo de
exposicdo do extrato hidroalcodlico de guarana. Pois, foi observado este perfil de

dose-dependéncia na linhagem de fibroblasto murino NIH-3T3, que apresentou em
52



24h CI50 de 1504+34,78 pg/ml e em 48h o CI50 decai para 88,1+16,21 pg/ml
(Anexo V)

Similar de Hertz et al. (2015) em nosso estudo células MCF-7 néo
mostraram alteracdo na viabilidade apos 24 horas de incubacdo com 10 pg/ml de
EHG. Nesta mesma concentracdo, células MDA-MB 231 ndo apresentam alteracdo
na viabilidade em 24 horas de tratamento. No entanto, com o aumento da
concentragcao para 25 ug/ml as células apresentaram aumento de viabilidade. Esse
aumento de viabilidade pode ser em decorréncia da presenca de cafeina no extrato,
visto que células Hela tratadas com baixas concentracBes de cafeina apresentam
aumento na proliferagédo (CHANG et al., 2017).

Nas linhagens celulares BEAS-2B e THP-1 diferenciada em macréfago (D
THP-1), o efeito do EHG na viabilidade celular foi acessado por 3 protocolos
distintos. Os métodos de viabilidade MTT (MONSMANN, 1983) e resazurina
baseiam-se na reducdo dos reagentes por desidrogenases mitocondriais. Ja o
ensaio de vermelho neutro baseia-se na impregnacéo de lisossomos pelo corante
vermelho neutro (REPETTO; del PESO; ZURITA, 2008).

Os resultados encontrados nesta comparacdo dos métodos de avaliacdo da
citotoxicidade indicaram discrepancias entre os resultados de CI50 obtidos pelos
métodos distintos. Em BEAS-2B os resultados obtidos por MTT foram diferentes dos
obtidos por resazurina e vermelho neutro. Enquanto resazurina apresentou um valor
elevado comparado ao MTT, vermelho neutro apresentou um valor inferior. Essa
diferengca também foi observada em D THP-1, onde resazurina e vermelho neutro
obtiveram dados semelhantes, porém altos em relagdo ao MTT.

Estas alteracOes podem ser explicadas pelas diferencas no protocolo de
execugéao, sendo que os componentes do EHG podem estar alterando diretamente o
reagente. No caso do MTT para D THP-1, a concentracdo de MTT utilizada no
ensaio pode ter apresentado um efeito citotoxico sinérgico com o extrato. Além
disso, dada a caracteristica antioxidante do EHG, os metabolitos podem ter ficado
aderidos a superficie de plastico da placa e contribuido para isso. Diferentemente
dos nossos resultados, Santa Maria et al. (1998) ao avaliar a citotoxicidade do
extrato aquoso guarana por trés meétodos diferentes (MTT, Vermelho Neutro e Teor
total de proteinas — Kenacid Blue) em células de ovarios de hamster chinés, obteve
0s seguintes dados: MTT, 34.620 pg/ml, NR, 32.020 pg/ml e KB, 39.950 pg/ml,

revelando pequena diferenca nos resultados obtidos pelos métodos empregados.
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Os metabdlitos majoritarios do guarana como cafeina, teobromina e teofilina
apresentam capacidade antioxidante caracterizada (AZAM et al., 2003; GEBEYEHU,
BIKILA, 2015). Em um trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa, a capacidade
antioxidante do EHG utilizado nesta pesquisa foi avaliada por equivaléncia de trollox
e os resultados mostraram alta capacidade antioxidante (SILVA, 2019). Na linhagem
MDA-MB 231, o EHG reduziu os niveis basais de EROs nas concentracdes de 1000
e 500 pg/ml, resultado semelhante ao flavonoide quercetina cuja atividade
antioxidante ja é bem caracterizada (YOKOMIZO; MORIWAKI, 2006). Dentre os
metabolitos do guarand, a presenca dos flavonoides, principalmente, as catequinas
sdo as principais responsaveis pela capacidade antioxidante do fruto (MATTEI et al.,
1998). A capacidade antioxidante do extrato de guarana foi demonstrada in vivo por
Peixoto et al. (2017), no qual o tratamento com extrato de guarana com dose de 300
pug/ml foi capaz de reduzir em até 30% as EROs intracelulares em vermes do tipo
selvagem (C. elegans).

Em nosso estudo observamos que em células MDA-MB 231 submetidas ao
estresse oxidativo, todas as concentracfes de EHG avaliadas, incluindo a dose de
100 pg/ml apresentaram reducdo nos niveis de EROs comparadas ao grupo
controle. Além disso, a concentracdo de 1000 pg/ml de EHG se iguala a de
guercetina na capacidade antioxidante. Corroborando com os dados de Bittencourt
et al. (2013) que avaliaram a capacidade do guarana em reverter 0 estresse
oxidativo na linhagem de fibroblasto murino NIH-3T3 ocasionado por nitroprussiato
de sodio (10 uM). Neste estudo, observou-se que as concentracdes mais baixas do
EHG (0,5, 1 e 5 mg/ml) foram eficazes em reduzir o estresse oxidativo.

Essa reducdo significativa de EROs em células tumorais € interessante como
abordagem terapéutica, uma vez que a producdo de EROs induzida por TGF-
aumenta a migragdo celular e a expressédo de fibronectina, causando transigéo
epitélio-mesenquimal (TEM) em células epiteliais mamarias (BOUDREAU et al.,
2012).

Os macréfagos produzem e liberam EROs em virtude do processo de
fagocitose e exposicdo a varios agentes (FORMAN; TORRES, 2001). Em células
THP-1 diferenciadas para macréfagos, verificou-se que o tratamento com EHG né&o
alterou os niveis de EROs basal, mas quando exposto ao estresse oxidativo
ocasionado por peroxido de hidrogénio reduziu EROs na concentracdo de 1000

pug/ml. Essa atividade antioxidante do EHG em macrofagos pode estar inibindo a
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ativacao do inflamassoma NLRP3, visto que EROs sao indutores da sua ativacéo e,
consequentemente, reduzindo a producéo de IL-1B e IL-18 contribuindo para a
diminuicdo da inflamacdo (ZHOU et al., 2011). Tal mediacdo parece ocorrer
prioritariamente pela acdo da cafeina, visto que Zhao et al., (2019) observaram que
o0 pré-tratamento com cafeina suprimiu a liberagcdo de ambas as citocinas proé-
inflamatdrias de uma maneira dependente da dose em macréfagos estimulado com
LPS/ATP e reduziu a expressdo de mRNA e proteina de NLRP3. Assim, a
supressdo da ativacdo do inflamassoma estaria associada a reducdo da producéo
de EROs ocasionado pela reducdo na expressao do receptor de adenosina A2a,
indicando assim que a inibicdo de A2aR poderia atuar como um mediador pelo qual
a cafeina suprime a ativacao de NLRP3.

A linhagem epitelial pulmonar normal BEAS-2B foi submetida ao tratamento
com EHG na concentragdo de CI50 para verificar o perfil de morte acionado pelo
extrato. A andlise revelou que o EHG parece ativar vias que direcionam a célula para
a apoptose. Dados semelhantes foram observados por Fukumasu et al., (2008) em
modelo experimental in vivo de melanoma, o tratamento com p6 de guarana reduziu
os indices de proliferacdo celular e aumentou os indices apoptéticos apds 14 dias de
tratamento. De mesma forma, Niknafs (2011), ao tratar a linhagem celular MCF7 de
cancer de mama com o componente majoritario do guarana, a cafeina, observou a
inducdo de apoptose como o principal mecanismo de morte acionado. Em adicao,
Liu, Zhou e Tang (2017) observaram que a cafeina direciona as células de cancer
gastrico para apoptose por ativar as vias das caspases 3 e 9. Assim, para comprovar
o programa de morte celular acionado pelo EHG, faz-se necessario experimentos

adicionais explorem as vias de sinalizacdo apoptéticas acionadas pelo mesmo.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel caracterizar os constituintes majoritarios do EHG e
gerar o perfil de viabilidade e CI50 do extrato em varias linhagens celulares. Células
tumorais mostra-se viaveis mesmo em altas concentracdes do extrato, ja fibroblastos
primarios murinos, por sua vez mostraram-se sensiveis ao tratamento com o extrato.
A perda da viabilidade e morte celular associada ao tratamento com o extrato parece
acessar mecanismos de apoptose. Em baixas concentra¢des, o EHG induz aumento

na viabilidade celular. Os dados revelaram a elevada capacidade do EHG em reduzir
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a geracao de EROs basal em linhagem tumoral mamaria MDA-MB 231, mas ndo em
linhagem de mondcitos de sangue periférico diferenciados em macrofagos. Em
resposta a estresse oxidativo, o pré-tratamento da linhagem mamaria promoveu a
reducdo de EROs nas concentracdes testadas. No entanto, na linhagem de
mondcito diferenciados em macréfagos somente a dose mais alta foi capaz de
reduzir apds o estresse oxidativo. Coletivamente, os resultados obtidos neste estudo
suportam os achados da literatura que diversas atividades bioldgicas associadas ao

guarana.
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RESUMO

Introducdo: O microambiente tumoral (MAT) é composto por uma diversidade de
células, que incluem as células tumorais e as células estromais, contribuindo com a
angiogénese tumoral, proliferacdo, invasdo e metastase, bem como
quimiorresisténcia. Neste cenario no qual o MAT tem um papel de destaque na
progressao tumoral, a busca por novos quimioterapicos envolve novas abordagens
que incluem tanto a resposta das células tumorais e quanto das estromais a terapia.
A modulacao de células do MAT, como os macrofagos € acionada por metabdlitos,
como o acido clorogénico, que direcionam tais células para um fenoétipo inflamatorio
e tumoricida, uma abordagem promissora de imunoterapia. Desta forma, o guarana
surge como um candidato promissor. Este fruto amazbnico com alto teor de
metilxantinas e taninos condensados, possui distintas atividades biolégicas descritas
como antioxidante, antiproliferativa, quimiopreventiva, dentre outras. Objetivo: O
objetivo deste estudo consistiu em investigar o efeito modulador do extrato
hidroalcodlico de guarana (EHG) tanto em células do MAT e o efeito do secretoma
destas células em células tumorais de mama e pulmdo Materiais e Métodos: As
células tumorais foram desafiadas com os meios condicionados (MCs) gerados em
células normais de pulmdo e mama e em macrofagos provenientes de THP-1
diferenciada. Paralelamente, macréfagos foram tratados com os MCs gerados em
células tumorais e normais de pulmdo e mama. Os ensaios de viabilidade e
proliferacdo foram obtidos através da metabolizacdo de resazurina e ensaio
clonogénico, os ensaios de migracado foram conduzidos em camara de transwell e
por analise de fechamento de ferida. Ademais, foram conduzidas a analise do perfil
de ciclo celular e a andlise morfolégica das células por microscopia confocal
Resultados: As respostas das células tumorais de mama e pulméao foram distintas
frente ao tratamento com os MC MCF10A, MC BEAS-2B e MC D THP-1. Enquanto
A549 reduz a viabilidade e capacidade clonogénica com MC MCF10A e altera o ciclo
celular para maior percentual de células na fase G1, as células MCF7 apresentam
reducdo somente na capacidade clonogénica. O MC BEAS-2B pré-tratado com EHG
reduz a capacidade clonogénica e aumenta a capacidade migratéria das células
A549. MC D THP-1 pré-tratado ou ndo com EHG e estimulado com LPS diminuem a
capacidade clonogénica de A549 bem como perda de adesédo célula-célula, intensa
vacuolizacdo e morfologia fibroblastoide. O secretoma gerado pelo pré-tratamento
com EHG promove um aumento na migracdo. O pré-tratamento com EHG foi capaz
de reverter o perfil de perda de viabilidade observada nas células tratadas com o
secretoma de macrofagos controle estimulados com LPS. MCs em células tumorais
pré-tratado com EHG reduziu a viabilidade de macrofagos. Em adicdo, o pré-
tratamento com EHG potencializa a capacidade de reducdo da viabilidade do
secretoma de células BEAS-2B Conclusao: O secretoma gerado em linhagens
celulares distintas modula, o perfil proliferativo e migratério das células tumorais de
mama e pulmao, de modo linhagem especifica.

Palavras-chave: modulacéo, paullinia cupana, microambiente tumoral, macréfagos,

célula tumoral.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento do cancer envolve uma ampla gama de alteraces
genéticas e epigenéticas atribuindo caracteristicas as células tumorais de modo que
consigam atingir a proliferacdo autdbnoma, adquiram a imortalidade replicativa, a
resisténcia a morte celular, evasédo da resposta imune, consequentemente, invadam
e formem metastases (HANAHAN; WEINBERG, 2011). A comunicacao cruzada do
microambiente tumoral (MAT) com células tumorais favorece o desenvolvimento do
tumor através da secre¢do de fatores soluveis e fornecimento de nutrientes pelo
MAT. Neste cenario, 0 MAT também é responsavel pela resisténcia aos tratamentos
administrados (SOYSAL; TZANKOV; MUENST, 2015; STEINBICHLER et al., 2015).

O MAT é composto por uma grande diversidade de células, que incluem as
células tumorais e as células de suporte. As células de suporte sédo recrutadas por
células tumorais e estromais contribuindo com a angiogénese tumoral, proliferacao,
invasdo e metastase, bem como quimiorresisténcia. Nesse estroma estao presentes
e em complexa interacdo, diferentes tipos celulares como células tronco derivados
da medula 6ssea, células do sistema imune, células-tronco tumorais (do inglés —
cancer stem-cell - CSC), fibroblastos, miofibroblastos, vasos sanguineos, pericitos,
células nao transformadas e células dos vasos linfaticos (JOYCE; POLLARD, 2009;
BUSSARD, et al., 2016; RUNA et al., 2017).

Em virtude da alta plasticidade, no MAT, os macrofagos séo polarizados para
um perfil pré-tumorigénico, sendo denominados macréfagos associados ao tumor
(TAMs), os quais exibem fendtipos direcionados para a promo¢ao do crescimento
tumoral, remodelamento do tecido, angiogénese e supressdo da imunidade
adaptativa (QIU et al., 2018; ZHOU et al., 2020).

Bohrer e Schwertfeger (2012) demostraram que 0os macréfagos em torno de
lesbes pré-invasivas em camundongos secretam quimiocinas de ligacdo que
promovem a migracdo e invasdo de células epiteliais pré-neoplasicas vizinhas. E
descrito que o maior numero de macrofagos M2 no MAT esté relacionado ao mau
prognoéstico e pior desfecho da doenca, enquanto que a CCL22 derivada de
macrofago aumenta a capacidade migratoria ativando a transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM) nas células tumorais (YEUNG et al., 2015; JUNG et al., 2015;
ZHOU et al., 2019).
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Neste cenario em que o microambiente tem um papel fundamental na
progressdo do céancer, a busca por novos quimioterapicos envolve novas
abordagens que incluem tanto a resposta das células estromais, quanto a dos
macrofagos associados ao tumor (TAMSs) a terapia (NOY; POLLARD, 2014). Devido
a sua alta plasticidade, é possivel modular os TAMs por metabdlitos, como o &cido
clorogénico, para um fenotipo inflamatorio e tumoricida, uma abordagem promissora
de imunoterapia (XUE et al., 2017).

Desta forma, o guarana surge como um candidato. E um fruto amazonico,
empregado em bebidas caseiras e industriais, que apresenta alto teor de
metilxantinas e taninos condensados dentre outros metabdlitos (BITTENCOURT et
al., 2016; MARQUES et al.,, 2019). Dentre as atividades biolégicas associadas,
destaca-se o efeito protetivo do guarana contra danos quimicos e oxidativos e sua
aplicacdo adjuvante no tratamento oncolégico (FUKUMASU et al., 2006; HERTZ et
al., 2015).

Neste contexto, o objetivo deste estudo consistiu em investigar o efeito
modulador do extrato hidroalcodlico de guarana (EHG) tanto em células do MAT e o
efeito do secretoma destas células em células tumorais de mama e pulméo, nos

perfis de viabilidade, proliferacdo, migracao e perfil de ciclo celular.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e preparo do extrato hidroalcodélico de guarana (EHG)

Neste trabalho foi utilizado o guarand em po6 cedido pela Associacdo dos
Agricultores Familiares do Alto Urupadi (AAFAU), localizada na Comunidade Nossa
Senhora de Nazaré, polo 11 do Alto Urupadi, a 80 km da cidade de Maues,
Amazonas. A amostra obtida pertence a safra de 2017, lote n® 1. Todos os dados
referentes a espécie vegetal, local de coleta e o foco da pesquisa foram submetidos
ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Adquirido (SisGen) vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA). O
Comprovante de Cadastro de Acesso e 0 numero do Cadastro encontram-se no
Anexo I.

Para geracdo das fracdes sollveis, o extrato hidroalcodlico foi obtido como

descrito por Bittencourt et al. (2013). O p6 de guarana foi diluido para uma
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concentracdo final de 200 mg/ml em solugéo etanol: 4gua (70:30). Apds 24 horas
sob agitacdo, essa suspensao foi submetida a centrifugacdo a 3000 rpm, por 10
minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a rotavaporizagcao
a 50°C até eliminacdo completa do solvente. Em seguida ao passo de remoc¢éo do
etanol, a solucédo foi submetida a liofilizagdo. O extrato seco foi ressuspenso em
tampéao fosfato salino (PBS) (200 mg/ml) e homogeneizado em agitador magnético
por 10 minutos. Apds a homogeneizacéo, a solucéo foi transferida para um tubo de
50 ml e infundida em agua fervente por 7 minutos. Em seguida, o extrato foi
centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e esterilizado
por filtragem em membrana de 0,22 um e distribuido em aliquotas de 200 pl em
tubos de 1,5 ml que foram armazenadas no freezer a -80°C para utilizacdo posterior

nos experimentos.

Cultivo celular

As linhagens humanas: MCF7 (ATCC® HTB-22™), adenocarcinoma
mamario, A549 (ATCC® CCL-185™) carcinoma de pulmao, MCF10A (ATCC®CRL-
10317™) células epiteliais mamarias normais, BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™)
células epiteliais pulmonares normais, THP-1 (ATCC® TIB-202™) mondcitos de
sangue periférico humano, cedidas pelos colaboradores Dr. Dawidson Assis Gomes
(ICB/UFMG) e Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart (UFU) foram utilizadas nos
experimentos.

A linhagem MCF10A foi mantida em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12; Life Technologies) suplementando com
fator de crescimento epidermal (EGF) (20 ng/mL), hidrocortisona (0.5 upg/mL),
insulina (10 pg/ml), toxina colérica (100 ng/mL), 10% de soro fetal bovino (Life
Technologies), 100 unidades/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Life
Technologies).

As linhagens BEAS-2B, A549 e MCF7 foram mantidas em meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12; Life Technologies)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life Technologies), 100 unidades/mL

penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Life Technologies).
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As células THP-1 foram mantidas em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 da Life Technologies suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life
Technologies), 100 unidades/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Life
Technologies). Para a inducdo da diferenciacdo das células, os mondcitos foram
cultivados em meio RPMI 1640 suplementado com forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) na concentracao de 10 ng/ml durante 48 horas, ap0s esse periodo as células
foram lavadas com PBS 1X e o meio de cultura renovado para descanso por 48
horas até inicio dos experimentos.

Todos os meios foram devidamente filtrados em membrana de difluoreto de
polivinilideno de 0,22 um (Millipore). As células foram mantidas em garrafas T75,
armazenadas em estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% v/iv CO2 e 0 meio
substituido a cada 3 dias. As subculturas celulares foram realizadas quando as

garrafas de cultura atingiram uma confluéncia aproximada de 70 a 80%.

Geracao do meio condicionado (MC) em mondécitos de sangue periféricos

diferenciados em macrofagos

As células foram plaqueadas na densidade 3,2x10°® células por pocos em
placas de 6 pocos e diferenciadas com PMA (10 ng/ml) por 48 horas conforme Park
et al. (2007). Apds o periodo de diferenciacdo, as células foram lavadas com PBS
1X e seguiu-se o tratamento com EHG (1000 pg/ml) em meio completo por 24 horas,
0 grupo controle permaneceu em meio completo por 24 horas.

ApGs esse periodo de tratamento, os grupos foram subdivididos em: tratados
e nao tratados com LPS (Lipopolissacarideo). Um grupo foi lavados com PBS 1X e
condicionados com meio isento de soro por 30 horas permanecendo sem estimulo e
sendo denominados de MC D THP-1 CTL e MC D THP-1 EHG, e o outro grupo foi
estimulado com 10 ng/ml de LPS por 30 horas durante o condicionamento com meio
isento de soro (ZHOU et al., 2018) sendo denominados MC D THP-1 CTL LPS e MC
D THP-1 EHG LPS.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo do protocolo de geragdo de meio condicionado em
mondacitos diferenciados em macrd6fagos. O processo se inicia com a diferenciacdo
das células monociticas em macréfagos com o uso de PMA (10ng/ml), posterior
tratamento com EHG (1000 pg/ml) e condicionamento com meio isento de soro fetal
bovino, parte do grupo foram estimulados com LPS (10 ng/ml) por 30 horas e parte ficou

Como grupo controle, foi realizado o condicionamento de células monociticas
nao diferenciadas por 30 horas em meio sem soro, sendo este denominado MC
THP-1 CTL e também utilizado meio sem soro que ndo entrou em contato com

célula.
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ApGs o periodo de condicionamento, os sobrenadantes foram coletados em
tubo conico, centrifugado a 200xg por 5 minutos para retirar os debris celulares. Os
meios condicionados foram utilizados imediatamente nos experimentos ou

armazenados em aliquotas de 1,5 ml no freezer -80°C para utilizacao futura.

Geracao dos MCs em linhagens epiteliais normais e tumorais de pulméao e de

mama

As células MCF10A (4x108 células), MCF-7 (4x10° células), BEAS-2B (4x106
células) e A549 (4x10°8 células) foram cultivadas em garradas T75 até atingirem a
confluéncia de 80%. Apds isso, nos grupos MC-EHG foi adicionado meio completo
acrescido de EHG na concentracdo 1000 pg/ml, enquanto o grupo MC-CTL
permaneceu em meio completo. Decorrida 24 horas de incubacdo com o EHG, o
meio foi removido e as células lavadas duas vezes com PBS 1X. Meio sem
suplementacdo com soro fetal bovino (SFB) e acrescido de antibiotico (1%) foi
adicionado e mantido em condicionamento por 48 horas. Apos esse periodo, 0 meio
foi transferido para um tubo coénico e centrifugado a 220 xg por 5 minutos para
remocao dos debris celulares, sendo este denominado MC EHG. Como controle,
células mantidas por 24 horas em meio completo sem adi¢cdo de EHG seguiram com
2 lavagens com PBS 1X e condicionadas com meio sem soro por 48horas, 0 meio
coletado denominado MC CTL. Os meios condicionados foram utilizados
imediatamente nos experimentos ou armazenados em aliquotas de 1,5 ml no freezer
-80°C para utilizacdo futura. Como controle foi utilizado meio sem soro que né&o

entrou em contato com células, sendo denominado CTL.
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Figura 2 - Imagem representativa do desenho experimental de geracdo de meio
condicionado em células epiteliais normais e tumorais de mama e pulméo. O
processo se inicia com o plaqueamento das células em garrafa T75, ao atingir a confluéncia
de 80% as células foram tratadas, parte com EHG e parte permaneceu em meio completo
por 24h, apos o periodo de tratamento as células foram lavadas e entdo condicionadas em
meio sem soro por 48h. O grupo que recebeu o pré-tratamento com EHG se denominou
MC EHG e o grupo que ficou em meio completo foi chamado de MC CTL.

Ensaio de viabilidade

O ensaio de viabilidade foi realizado utilizando o reagente resazurina (7-
hidroxi- 3H -fenoxazin-3-ona 10-6xido). As células tumorais foram plagqueadas na
densidade de 5x10%/7,5x10%/1x10* para os tempos de tratamento 24h/48h/72h,
respectivamente, em placas de 96 pocos. Decorridas 24h de plagueamento, as
células foram lavadas com PBS 1X e foi acrescido os meios condicionados por 24h,
48h e 72h. O controle consistiu de células tratadas com meio isento de soro e sem
contato prévio com células. Decorrido o periodo de tratamento, em cada poco foram
adicionados 5 pul de resazurina (3 mM) acrescidos de 95 ul de meio completo. Apés 3
horas de incubacao, as placas foram lidas em 570nm e 595nm no leitor de placas do

laboratério de Purificacdo de Biomoléculas — CAM/ UFAM.
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Ensaio Clonogénico

Para a conducdo do experimento de clonogenicidade, as células MCF7 e
A549 foram plaqueadas na densidade de 100 células/poco para placas de 12 pocos.
ApoOs 24h do plagueamento, as células foram tratadas na propor¢édo 1:1 do meio
condicionado gerado nas linhagens de MCF10A, BEAS-2B e THP-1 e meio de
cultura suplementado com 10% SFB, apresentando assim uma concentracao final
de 5% SFB. O grupo controle consistiu de células tratadas com meio de cultura
contendo SFB 5%. A cada 2 dias, os meios eram renovados e as culturas mantidas
ao longo de 10 dias. Apos este periodo, os meios foram removidos e as col6nias
celulares que cresceram em cada poco foram coradas com cristal violeta a 1% em
solucéo 4% de formaldeido em PBS 1X por 30 minutos. Em seguida, os pocos foram
lavados com agua e deixados na bancada para secar por 24h em temperatura
ambiente. A contagem do numero de colbnias foi realizada manualmente com o
auxilio de uma lupa de mao e capturadas as imagens representativas de cada

tratamento.

Ensaio de fechamento de ferida (Scratch assay)

As células A549 foram plaqueadas em placas de 6 pocos na densidade de
2x10° células por poco em meio completo. Com a obtencdo da confluéncia da
monocamada segui-se com 0 ensaio, no qual forma-se uma interrupcdo na
monocamada celular, por meio de uma falha ou ferida e segue-se com o
acompanhamento do fechamento dessa abertura (YUE et al., 2010) por observacao
e fotografia em microscopio de luz. Com a constatacdo da confluéncia total das
células, a ferida foi realizada no centro do poc¢o da placa de 6 po¢os com o auxilio da
ponteira de P1000, e em seguida os pocos foram lavados com PBS 1X para a
remocao dos debris celulares. Em cada poc¢o foram adicionados 2 mL dos meios
condicionados de MC BEAS e MC MCF10A. O meio foi renovado a cada 12 horas.
O fechamento da ferida foi acompanhado nos periodos de 0, 12, 24 e 36 horas por
meio de fotodocumentacdo. Para determinar a taxa de migracdo celular, a area
inicial da ferida foi arbitrariamente marcada como 100% da area livre de células. O

decréscimo dessa area livre se caracterizou como o indice de migragéo celular. A
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taxa de migracdo foi conduzida por andalise da éarea no software ImageJ
(http://rsbweb.nih.goV/ij/).

Ensaio de migracdo em camara de transwell

Células A549 foram plagueadas na densidade de 5x10* células em cada
camara superior de transwell - membrana porosa de 8 um - em placa de 24 pogos.
ApOs 24h do plagueamento, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas
com PBS 1X e adicionado meio condicionado em THP-1 diferenciadas pré-tratadas
ou ndo com EHG e estimuladas com LPS (10ng/ml). A migracéo foi induzida na
camara inferior da placa com meio suplementado com 10% de SFB. Apd4s 48 horas,
a camara superior foi retirada e as células da parte inferior que migraram foram
coradas e fixadas com cristal violeta a 1% em solucdo 4% de formaldeido em PBS
1X por 30 minutos. Apds a secagem da placa, o quantitativo de células que

migraram foi contado com auxilio microscépio de luz invertido.

Imunofluorescéncia

As células A549 foram plaqueadas em placa de 6 po¢cos com laminula na
densidade de 5x10%células/poco. Apds 24 horas, as células foram lavadas com PBS
1X por duas vezes, fixadas com 1ml de paraformaldeido 3,7% em PBS1X por 15
minutos. Novamente lavadas com PBS 1X e permeabilizadas com solucdo 0,2% de
Triton X-100 em PBS 1X por 10 minutos. Lavadas com PBS 1X e bloqueadas com
solugdo de NGS (normal goat serum — soro de cabra normal) 5% em solugcéo de
BSA (bovine serum albumin — Albumina sérica bovina) 1% por 1 hora. ApGs o
periodo, as células foram marcadas com Alexa Fluor® 546-Faloidina (1:200) por 3
horas a temperatura ambiente. As laminas foram montadas com ProLong™
Diamond Antifage Mountant com DAPI para coloracdo nuclear. As imagens foram
adquiridas no microscépio confocal Leica TCS SP8 do Centro Multiusuario para

Anélise de Fendmenos Biomédicos da Universidade do Estado do Amazonas.
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Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo

Células A549 foram plaqueadas em placas de 6 pocos, na densidade de
5x10° células/poco, 3 pogos por grupo, e tratadas com o meio condicionado gerado
em MCF10A e BEAS-2B. Ap0s 48 horas, as células foram coletadas por
tripsinizacdo e contadas em triplicata. Um total de 1x10° células foram fixadas com
etanol 70%, centrifugadas a 400 x g por 10 minutos, lavadas com PBS 1x, lisadas
com 300 pL de uma solugao hipotdnica contendo 0,5% (v/v) de Triton X-100 (Sigma-
Aldrich), centrifugadas novamente, e coradas com 20 pg/mL de iodeto de propideo
(ThermoFisher Scientific) e 0,2 mg/ml RNAse A (ThermoFisher Scientific)
(RICCARDI; NICOLETTI, 2006). As células foram incubadas a 4°C por 1 hora e
analisadas no citdbmetro de fluxo FACSCanto™ Il (BD Bioscience). O grupo controle
(n&o tratado) foi utilizado para o ajuste dos parametros de espalhamento frontal e
lateral, necessério para a determinacdo da populacdo de estudo. A analise foi feita
em escala logaritmica. As amostras foram excitadas utilizando o laser de 488 nm e a
fluorescéncia emitida detectada utilizando o filtro de emissdo 525/30 nm. Foram
realizadas a leitura de 20.000 eventos e os resultados foram analisados utilizando o
software FlowJo (versdo 10.6.1). Os dados foram plotados em gréficos de
porcentagem de células em G1, S e/ou M/G2, em relagdo ao numero total de

células.

Analise estatistica

Os dados foram obtidos pela realizacdo de pelo menos trés experimentos
independentes e expressos utilizando a média * desvio padrdo da média. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8. Para
a obtencédo dos valores de CI50 foi realizada uma analise de regressdo nao-linear.
Com o objetivo de avaliar a significancia das diferencas observadas entre os grupos
estudados foi conduzida a andlise de variancia one-way ANOVA e quando aplicado,

teste de comparacéo de médias (Tukey’s).
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RESULTADOS

O meio condicionado em MCF10A reduz a viabilidade e capacidade de
formacao de colbnia de células A549 mas néao altera a capacidade de migracéao

celular

A capacidade de modulacdo do EHG foi acessada pelo desafio de células
normais como MCF10A, BEAS-2B e THP-1 diferenciada em macroéfagos.
Previamente, as células com fenétipo estromal foram tratadas por 24 horas com a
concentracdo mais elevada de EHG que ndo promove alteragcdo na viabilidade
celular (Figura 1 do capitulo 1). Decorrida este periodo, meio sem soro foi
adicionado e o meio condicionado gerado apo6s 48 horas de incubacao (FIGURA 2).

A viabilidade e capacidade de formacdo de colbnias das células tumorais
A549 tratadas com os meios condicionados em células MCF10A foram avaliadas.
Tanto o meio condicionado controle quanto o gerado em células pré-tratadas com
EHG reduziram a viabilidade de A549 nos tempos 48h, em 72h a reducao persistiu,
sendo maior no grupo MC pré-tratado com EHG (FIGURA 3A). O ensaio clonogénico
em células A549 tratadas com o secretoma gerado em células MCF10A revela uma
reducdo dos grupos MC em relacdo ao controle ndo desafiado. Observa-se que nao
houve diferenca entre o grupo desafiados com o meio condicionado controle do meio
gerado em células pré-tratadas com EHG. (FIGURA 3B). Tais resultados sugerem
que o secretoma de MCF10A age modulando e suprimindo o desenvolvimento do
tumor ou ativando o processo de transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) nas células

A549 corroborando com a reducao de proliferacao.
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Figura 3 - Ensaio de viabilidade e clonogénico das células A549 cultivadas
com os meios condicionados em MCF10A. O ensaio de viabilidade utilizado foi
metabolizagdo da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) (3 mM). As
células A549 na presenca de MC MCF10A diminuem a viabilidade apés 48h e72h,
sendo mais evidente a diminuicdo nos grupos pré-tratados com EHG (n=4). No
ensaio clonogénico, ambos os MCs reduziram a capacidade de formacado de colbnia.
O controle negativo consistiu em células tratadas com meio de cultura isento de soro
e nao condicionado (n=3). *<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 **** p<0,0001

Ademais, a mudanca observada na morfologia da linhagem A549 tratada com
meio condicionado em MCF10A revela a alteracdo da morfologia epitelial do grupo
controle para uma morfologia fusiforme e alongada (ANEXO II).

O perfil de migracao foi avaliado por meio do ensaio de fechamento de ferida,
as células A549 foram tratadas com MCs por 24h ndo sendo observada alteragéo no

no perfil de migracéo celular das células desafiadas (FIGURA 4).
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Figura 4 — Ensaio de fechamento de ferida com A549 tratada com MC MCF10A. A
linhagem foi cultivada em placa de 6 pocos até atingir a monocamada e realizada a ranhura
central, recebendo tratamento com MCs por 24h. Os tempos Oh e 24h foram
fotodocumentados. As éareas nos trés tempos foram calculadas utilizando o software
ImagemJ em todos os tratamentos. As analises estatisticas foram feitas utilizando One-way
ANOVA (n=3).

Controe 24h
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Uma vez que a viabilidade e clonogenicidade das células cultivadas no
secretoma de MCF10-A indicaram uma redugéo da proliferagdo celular, o perfil do
ciclo celular destas células foi acessado por citometria de fluxo. Os resultados
mostraram que as células cultivadas sem meio condicionado em célula normal
mamadria tanto controle quanto as previamente tratadas com EHG apresentam um

maior nimero de células na fase G1 (FIGURA 5).
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Figura 5 — Andlise de ciclo celular por citometria de fluxo em A549 tratadas com MC
MCF10A. As células A549 foram cultivadas com os MCs em MCF10A por 48 horas e
marcadas com iodeto de propideo para analise por citometria de fluxo. As andlises
estatisticas foram feitas utilizando One-way ANOVA. *p<0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 e ****
p<0,0001 (n=3).
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O secretoma de células BEAS-2B pré-tratadas com EHG reduz a

clonogenicidade e aumenta a migracéo de células tumorais A549

Células tumorais pulmonares A549 foram avaliadas quanto a sua viabilidade e
capacidade de formacéo de coldnias na presenca do secretoma de células normais
pulmonares BEAS-2B pré-tratadas com EHG. No ensaio de viabilidade, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos avaliados no periodo de 48 horas e 72 horas
de incubacdo com os meios condicionados (FIGURA 6A). Em contrapartida, a
exposicdo mais prolongada ao secretoma revelou a capacidade do meio
condicionado em células pré-desafiadas com o EHG em reduzir a capacidade de
formacdo de colénias de células tumorais A549 (p<0,05) (FIGURA 6B). Observa-se
gue o cultivo com o secretoma de célula BEAS-2B tanto controle quanto pré-tratado
com EHG promove uma reducdo no tamanho das col6nias formadas. A alteracao
fenotipica pode ser comprovada pelas imagens de microscopia das células apds o
cultivo (ANEXO 111).
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Figura 6 - Ensaio de viabilidade e clonogénico das células A549 cultivadas
com os meios condicionados em BEAS-2B. O ensaio de viabilidade utilizado foi
metabolizagdo da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) (3 mM). As
células A549 na presenca de MC BEAS nao apresenta diferenca significativa (n=4).
No ensaio clonogénico, o0 MC BEAS-2B EHG reduziu a capacidade de formacao de
colénia. O controle negativo consistiu em células tratadas com meio de cultura
isento de soro e ndo condicionado (n=3). *<0,05
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Em funcéo da alteracdo fenotipica observadas nas células A549 cultivada em
MC gerados em BEAS-2B, avaliou-se o do efeito do secretoma na capacidade de
fechamento de ferida. Os resultados demonstraram que as células tumorais
cultivadas com MC BEAS-2B EHG apresentaram um aumento na migracao

comparado ao grupo controle ndo tratado (FIGURA 7).
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Figura 7 — Ensaio de fechamento de ferida com A549 tratada com MC BEAS-2B. A
linhagem foi cultivada em placa de 6 pocos até atingir a monocamada e realizada a
ranhura central, recebendo tratamento com MCs por 24h. Os tempos Oh e 24h foram
fotodocumentados. As areas nos trés tempos foram calculadas utilizando o software
ImagemJ em todos os tratamentos. As andlises estatisticas foram feitas utilizando One-
way ANOVA. *p<0,05 (n=3).
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Em funcdo da reducdo na capacidade clonogénica de células A549
desafiadas com MC BEAS-2B, seguiu-se com a andlise do perfil do ciclo de tais
células. Observa-se que as células tumorais cultivadas por 48 horas em meio
condicionado tanto em células BEAS-2B controle quanto BEAS-2B desafiadas com
EHG apresentam um maior nimero de células na fase G1, diminuicdo em fase S. Na
fase G2/M, verifica-se distingdo entre células tratadas com MC BEAS-2B CTL e MC
BEAS-2B EHG, enquanto ha aumento de células no grupo MC CTL (<0,01), o grupo
MC EHG se iguala ao grupo controle (FIGURA 8).
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Figura 8 — Analise de ciclo celular por citometria de fluxo em A549 tratadas com BEAS-
2B. As células A549 foram cultivadas com os MCs de BEAS-2B por 48 horas e marcadas com
iodeto de propideo para analise por citometria de fluxo. As analises estatisticas foram feitas
utilizando One-way ANOVA. *p<0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 e **** p<0,0001 (n=3).

Secretoma de MCF10A pré-tratadas com EHG reduzem a capacidade

clonogénica de células tumorais de mama

Células MCF7 cultivadas com MC MCF10A CTL e MC EHG foram avaliadas
quanto ao perfil de viabilidade e capacidade de formacgéao de col6nia. Em 48 horas,
observa-se uma elevacao na viabilidade das células cultivadas com o meio gerado
em célula previamente tratada com o extrato. Em 72h, o aumento na viabilidade
ocorre tanto para o grupo MC MCF10A CTL quanto MC MCF10A EHG. (FIGURA 9).
Em contrapartida a este aumento de viabilidade, o cultivo prolongado por meio do

ensaio clonogénico, revela a reducdo na capacidade de formacdo de colonia de
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MCF7 para ambos os grupos desafiados com secretoma. No entanto, observa-se
que a reducdo mais pronunciada para o grupo MC MCF10A EHG comparada ao
controle (FIGURA 9).
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Figura 9 - Ensaio de viabilidade e clonogénico das células MCF7 cultivadas com os
meios condicionados em MCF10A. O ensaio de viabilidade utilizado foi metabolizacéo
da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) (3 mM). As células MCF7 na
presenca de MC MCF10A apresenta aumento de viabilidade (n=4). No ensaio
clonogénico, o MC MCF10A reduziu a capacidade de formacédo de colénia em ambos os
tratamentos, sendo mais significativo em MC EHG (p<0,01). O controle negativo
consistiu em células tratadas com meio de cultura isento de soro e nao condicionado
(n=3). *p<0,05 ** p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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O MC de D-THP-1 CTL estimulado com LPS restaura a viabilidade de MCF7
guando comparado ao MC CTL

As células THP-1 foram diferenciadas em macrofagos e posteriormente
tratadas com EHG ou permaneceu em meio completo, para entdo ser condicionada
por 30h em meio sem soro, parte do grupo foi estimulado com LPS concomitante ao
processo de condicionamento (FIGURA 1).

As células MCF7 foram tratadas com os meios condicionados em THP-1 nos
tempos 24h/48h/72h. O tratamento com meio condicionado em mondécidos
diferenciados em macrofagos D-THP-1 revelou um aumento de viabilidade para
todos os grupos apos 24h de cultivo. Este perfil permanece em 48 horas de cultivo.
Ja em 72 horas de cultivo verifica-se esse aumento, com excec¢do do grupo MC D
THP-1 CTL que apresenta uma reducdao significativa na viabilidade celular (p<0,001).
Observa-se no tempo de 72 horas que a viabilidade de MCF7 desafiados com MC
CTL é restaurada quando o secretoma € gerado em macrofagos estimulados com
LPS (MC D THP-1 CTL LPS x MC D THP-1 CTL) (p<0,0001). Tal perfil demonstra
que o LPS modula os macréfagos no momento do condicionamento para um perfil
de secretoma indutor de Vviabilidade na célula tumoral (FIGURA 10A).
Interessantemente, o pré-tratamento de macréfagos com EHG promoveu uma
alteracdo no secretoma repercutindo na resposta de alta viabilidade da célula
tumoral similar ao efeito do secretoma de macréfagos estimulados com LPS (grupo
MC D THP-1 EHG x MC D THP-1 EHG LPS). Durante o processo de padronizagao
da producao de meio condicionado, foi realizada a avaliacdo das células D THP-1
guanto a sua viabilidade pdés-condicionamento e observou-se que o0 grupo pré-
tratado com EHG apresentou maior viabilidade ap6s 48h que o grupo MC CTL,
corroborando com os dados de que o EHG promove maior viabilidade celular
(ANEXO IV).

O ensaio clonogénico demonstra que as células MCF7 tratadas com o
secretoma de células monociticas que nao foram diferenciadas reduzem a formacao
de colbnia, nos grupos que foram tratados com o secretoma de macrofagos nao
estimulado com LPS a capacidade de formacdo de colbnia também é reduzida,
sendo mais significativo no grupo pré-tratado com EHG (p<0,001). Ambos os meios

condicionados em macréfagos desafiados com LPS, controle e os previamente
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estimulados com EHG apresentaram expressiva redu¢cdo no numero de coldnias
(p<0,0001) (FIGURA 10B).
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Figura 10 - Ensaio de viabilidade e clonogénico das células MCF7 cultivadas
com os meios condicionados em THP-1 diferenciadas em macré6fagos (D THP-
1). O ensaio de viabilidade utilizado foi metabolizacdo da resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona 10-6xido) (3 mM). As células MCF7 alteram seu perfil de
viabilidade, se tornando mais viaveis, em todos os tempos e todos 0s grupos, com
excecao do grupo MC D THP-1 CTL que reduz a viabilidade em 72h de tratamento.
Perfil este, que é revestido quando comparado ao grupo MC D THP-1 CTL
estimulado com LPS que restaura a viabilidade de MCF7 (n=4). No ensaio
clonogénico, ocorre a reducdo de formacao de colénia em todos os grupos nédo
estimulados, sendo mais evidente no grupo MC EHG. Nos grupos estimulados com
LPS, ambos os MCs reduzem a formacao de col6nia igualmente (n=3). O controle
negativo consistiu em células tratadas com meio de cultura isento de soro e nio
condicionado. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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O secretoma de macrofagos estimulados com LPS reduz a capacidade

de formacéo de coldnia em células tumorais A549

Os meios condicionados em células D-THP-1 ndo alteram o perfil de
viabilidade de células tumorais A549 em desafio pelo periodo de 24h, 48h e 72h
(FIGURA 11A). Observou-se que os meios condicionados que foram previamente
estimulados com LPS reduziram a capacidade de formacdo de colbnia da célula
tumoral de pulméo (FIGURA 11B), indicando que o estimulo com LPS altera o perfil
dos metabdlitos secretados pelas células THP-1 diferenciadas em macréfagos e de
forma a alterar o perfil de resposta da linhagem tumoral comparado ao grupo néo

estimulado.
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Figura 11 - Ensaio de viabilidade e formagdo de col6nias das células A549
cultivadas com os meios condicionados em THP-1 diferenciadas em
macréfagos (D THP-1). O ensaio de viabilidade utilizado foi metabolizacdo da
resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) (3 mM). As células A549 nédo
alteram seu perfil de viabilidade (A) nos tempos de tratamento com MC THP-1 (24h,
48h e 72h), mesmo nos grupos pré-tratados com EHG ou estimulados com LPS
(n=4). No ensaio clonogénico (B) houve reducdo de capacidade clonogénica nos
grupos que foram previamente estimulados com LPS durante o condicionamento
(n=3). O controle negativo consistiu em células tratadas com meio de cultura isento
de soro e ndo condicionado, um segundo controle foi utilizado sendo denominado
MC THP-1 CTL consistindo de MC de células monociticas ndo diferenciadas com
PMA. *p<0,05
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O pré-tratamento com EHG e estimulo com LPS aumenta a taxa de migracao de

células tumorais de pulm&o em camara transwell

A linhagem tumoral A549 foi desafiada com o meio condicionado em
macréfagos estimulado com LPS para a avaliacdo da taxa de migracdo em camara
de transwell. Nao se observa diferenca na migracdo entre as células incubadas com
0 meio condicionado em macrofagos estimulados com LPS e as cultivadas com
meio sem soro. No entanto, as células tumorais cultivadas com o secretoma de
macréfagos pré-tratados com EHG e posteriormente estimulado com LPS
apresentou um aumento na taxa de migracdo em relacdo aos controles. (FIGURA
12).
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Figura 12 — Ensaio de migracdo em camara transwell da linhagem A549 utilizando
meios condicionados em células THP-1 pré-tratadas com EHG e estimuladas com
LPS. As células A549 foram cultivadas na camara superior (5x104) com meios
condicionados, na cémara inferior a inducdo da migracdo foi realizada com meio
completo. Apés 48 horas, a camara superior foi retirada e as células que migraram
foram fixadas e foram coradas e contadas. As andlises estatisticas foram feitas
utilizando One-way ANOVA. *p<0,05 (n=3).
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Células cultivadas com meios condicionados estimulados com LPS
apresentam alteracdo morfoldgica

Células A549 foram -cultivadas por 48 horas na presenca de meios
condicionados de THP-1 né&o diferenciadas (MC THP-1 CTL), THP-1 diferenciadas
em macrofagos pré-tratados ou ndo com EHG e estimulados com LPS (MC D THP-1
CTL LPS e MC D THP-1 EHG LPS). A anélise das imagens de fluorescéncia revela
gue as células cultivadas nos meios condicionados de macréfagos estimulados com
LPS apresentam maior vacuolizagdo, morfologia mais alongada, fibroblastéide e
com perda de adesdo célula a célula (FIGURA 13C e FIGURA 13D), em
comparacao ao grupo controle (FIGURA 13A) e ao grupo MC THP-1 CTL (FIGURA
13B). Em relacdo a diferenca entre a quantidade de vacuolos observados nas
células tratadas com MC CTL e MC EHG, os resultados sugerem que o pré-

tratamento com o extrato de guarané reduz a vacuolizagéo no citoplasma.
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Figura 13 — imunofluorescéncia de A549 tratada com MCs em THP-1. As
imagens mostram células vacuolizadas apos tratamento com MC D THP-1 CTL e

EHG estimulados com LPS. 86



Células THP-1 diferenciadas em macrofagos sofrem morte celular apdés

tratamento com meio condicionado em células epiteliais pulmonares normais

Até o presente momento, descrevemos o efeito do secretoma gerado em
células estromais: células epiteliais pulmonares, células epiteliais mamarias e
macréfagos derivados da diferenciagdo de THP-1 no comportamento das células
tumorais. Assim, visando estender o conhecimento da comunicacdo bidirecional
entre as células do microambiente tumoral, avaliamos o efeito do meio condicionado
em células tumorais A549 e MCF-7 e em células normais pulmonares BEAS-2B na
viabilidade de macrofagos. Assim, células THP-1 diferenciadas em macréfagos,
estimuladas ou ndo com LPS (10 ng/ml) foram cultivadas por 48 horas nos meios
condicionados: MC A549, MC BEAS-2B, MC MCF-7.

Os meios condicionados em células tumorais de mama MCF7 néo afetaram a
viabilidade de células THP-1 diferenciadas em macrofagos (FIGURA 14A).
Macrofagos cultivados com o meio condicionado em células A549 apresentaram
reducdo na viabilidade no grupo tratado com MC EHG sem estimulo LPS comparada
ao grupo controle. JA para os grupos estimulados com LPS, ndo apresentaram
diferenca significativa (FIGURA 12B). Macréfagos tratados com MC BEAS-2B
reduziram a viabilidade em MC CTL e MC EHG sem estimulo de LPS. Observa-se a
perda pronunciada de viabilidade dos macrofagos cultivados com secretoma de
células BEAS-2B pré-tratadas com EHG (FIGURA 14C).
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Figura 14 - Efeito dos meios condicionados em (A) MCF7, (B) A549 e (C) BEAS-2B
na viabilidade de macrofagos estimulados ou ndo com LPS. A analise da viabilidade
foi realizada pela metabolizagdo da resazurina. As células diferenciadas em macréfagos
foram expostas por 48h aos meios condicionados em (A) MCF7, (B) A549 e (C) BEAS-2B
O grupo LPS (10ng/ml) foi aplicado nas ultimas 24 horas de cultivo com os MCs (A) e (B).
Foi observado reducdo da viabilidade no grupo tratado com MC A549 EHG. Os
macrofagos cultivados com meio condicionado em BEAS-2B apresentam redu¢éo na sua
viabilidade (C) MC BEAS-2B EHG apresentou uma reducéo significativa da viabilidade
dos macrofagos (p<0,0001). As andlises estatisticas foram feitas utilizando One-way
ANOVA. **p<0,01 e ****p<0,0001 (n=3).

DISCUSSAO

As células epiteliais normais séo as células vizinhas mais proximas as células
tumorais durante o processo inicial de carcinogénese e se comunicam atraves do
contato célula-célula, fatores solluveis e através de vesiculas extracelulares
(PORAZINSKI et al., 2016). Nossos resultados demonstraram que 0 meio
condicionado em células epiteliais mamarias normais (MCF10A) reduziu a

viabilidade das células tumorais de pulméo (A549) e aumentou a viabilidade de
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mama (MFC7), diminuiu a capacidade clonogénica em ambas linhagens. No
entanto, células MCF7 desafiadas com o meio condicionado gerado em células
MCF10A pré-tratadas com EHG apresentaram uma reducao expressiva em relacéo
ao controle. A analise do ciclo celular, indicou que a modulacdo do meio
condicionado em MCF10A promove um aumento no numero de células A549 em
fase G1. A reducdo na viabilidade de células A549 parece ndo ser decorrente de
mecanismos de morte celular, uma vez que o conteudo sub-G1 de células tratadas
com MC MCF10 CLT e MC MCF10 EGH néo diferiram do controle (ANEXO V). Tais
resultados sugerem que o secretoma de MCF10A age modulando e suprimindo o
desenvolvimento do tumor ou ativando 0 processo de transicdo epitélio-
mesenquimal nas células A549 corroborando com a reducdo de proliferacédo
observada na (Figura 3). Ademais, a mudanca observada na morfologia da linhagem
A549 tratada com meio condicionado em MCF10A revela a alteragdo da morfologia
epitelial do grupo controle para uma morfologia fusiforme e alongada (ANEXO lI).

Porazinski et al., (2016) relatou que as células epiteliais normais que
circundam células transformadas em co-cultura em monocamada acabam por induzir
a extrusdo das células tumorais e consequentemente apoptose. De modo inverso,
através da comunicacao celular no MAT, as células tumorais sdo capazes de
modular as células epiteliais normais. Jo et al., (2021) descreveu que o co-cultivo de
células epiteliais mamarias normais (MCF10A) e células tumorais de mama (MDA-
MB 231) fez com que houvessem mudancas na morfologia celular, com transi¢éo
para células fusiformes, com perda de adesédo célula-célula e da expressdo de E-
caderina nas células epiteliais normais, havendo aumento da taxa de proliferacéo,
capacidade clonogénica e migracao celular durante o co-cultivo. O cultivo com o MC
gerado nas células tumorais, apresentou somente alguns fenétipos observados
previamente como o aumento da motilidade celular e resisténcia a privacao de soro
nas celulas epiteliais mamarias normais. Esses resultados indicam que a modulacéo
é realizada em maior quantidade através do contato célula-célula.

A modulacdo do secretoma de células epiteliais pulmonares normais (BEAS-
2B) em células tumorais pulmonares A549 apresentou um perfil diferente do
secretoma de MCF10A, uma vez que os MCs das células normais pulmonares néo
afetaram a viabilidade celular. Adicionalmente, o secretoma das células pré-tratadas
com EHG reduziu a capacidade de formacdo de colbnia e aumentou a motilidade

celular das células tumorais no experimento de fechamento de ferida. Ademais, a
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andlise do ciclo celular revelou um aumento no numero de células tumorais na fase
G1 e reducdo do numero de células na fase S para o grupo de células tratadas com
meio condicionado em BEAS-2B. Tal perfil corrobora com a reducéo proliferativa e
com o aumento da motilidade sugerindo a ativagdo do mecanismo de transicao
epitélio-mesenquimal desencadeada pelo meio condicionado. Neste sentido, 0s
metabdlitos, em especial as metilxantinas presentes no EHG poderiam estar
ativando a sinalizacédo pré-inflamatéria culminando na liberacdo de fatores solaveis
como TGF-B, miRNA, vesiculas extracelulares que atuariam como os indutores da
resposta de TEM nas células tumorais (ZHAO; MISHRA; DENG, 2018). Sendo
necessario para compreender melhor esse mecanismo a utilizagdo de marcadores
de TEM nas células A549.

Para a confeccdo dos meios condicionados em THP-1 diferenciadas em
macrofagos (D THP-1) foi utilizado o LPS como um ativador da resposta inflamatoria,
em baixa concentragdo (10 ng/ml) para um estimulo proximo ao valor fisioldgico
(ZHOU et al., 2018). O LPS é um indutor classico do TLR4, que ao ser ativado induz
a secrecao de citocinas pro-inflamatorias que sao essenciais para ativar respostas
imunes (LU; YEH; OHASHI, 2008; KAWASAKI; KAWAI, 2014).

Os meios condicionados em D THP-1 com e sem estimulo de LPS,
aumentaram a viabilidade das células MCF7 em 24 e 48 horas. Em 72 horas de
tratamento, células MCF-7 tratadas com o secretoma de macréfagos diferenciados
nao tratadas com EHG e ndo estimulados com LPS (MC D THP-1 CTL)
apresentaram reducdo expressiva na viabilidade. O pré-tratamento dos macréfagos
com EHG ou o estimulo com LPS mostraram-se efetivos em reverter este perfil.
Assim, neste modelo, o extrato hidroalcodlico de guarana parece mimetizar a
resposta pré-inflamatéria acionada pelo LPS em macréfagos. A longo prazo, o efeito
do meio condicionado em macrofagos revela uma reducdo na capacidade de
formacdo de colonias para todos tratamentos. Muito embora, a reducdo menos
expressiva no niumero de colbnias corresponde ao grupo MC D THP-1 CTL. Esse
dado sugere que o LPS utilizado como um baixo estimulo para inflamacdo age
modulando as células D THP-1 para um perfil M1 com producéo de citocinas pro-
inflamatorias e o secretoma dessa célula difere das células pré-tratado com EHG.

O guarana tem atividade imunomoduladora descrita por Carvalho et al.,
(2016) que quantificou as citocinas no sobrenadante de esplendcitos tratados com

extrato sendo observada a reducao de citocinas pro e antinflamatoria em doses altas
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do guarana (100 pg/ml). A citocina IL-17A foi a excecdo apresentando uma elevacao
nesta concentracdo do guarana. Em um estudo utilizando camundongo, del Giglio et
al., (2015) verificou que o guarana diminuiu a expressao de NF-kB e COX2 e reduziu
significativamente a expresséao de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-
a. O secretoma de células estimuladas com LPS pode estar aumentando a
expressdo de TLR4 nas células tumorais e isso favorecendo o perfil de
sobrevivéncia das mesmas, o EHG parece estar contribuindo mimetizando essa
estimulacao das células tumorais.

O receptor TLR4 é expresso, principalmente, por macrofagos, mas pode ser
expresso em menor quantidade por células endoteliais e estromais. Apos ativados, o
TLR4 aumenta a quantidade de citocinas pro-inflamatérias aumentando a
proliferacdo, migracdo, invasdo e sobrevivéncia celular, sendo este processo
importante na defesa contra patégenos e reparo tecidual. No tumor, a
superexpressdo de TLR4 pelas células tumorais favorece o0 seu crescimento e
formacdo de metastase (RAN et al., 2019). A elevacdo da expressao de TLR4 em
células de cancer de mama MCF7 e MDA-MB 231 aumentou a expressao/secrecao
de MMP-2, MMP-9 e VEGF contribuindo para a migracdo e invasdo das células in
vitro. Em adicdo, a superexpressdo de TLR4 em tecido de cancer mamario
correlaciona-se a pacientes que se encontravam com metastase em linfonodos
(YANG et al., 2014). Assim, a superexpressao de TRL4 parece estar relacionada a
capacidade de sobrevivéncia celular tumoral.

As células A549 apresentaram um perfil diferente de resposta para o
tratamento com meio condicionado em macroéfagos diferenciados (D THP-1) ndo
sendo observada diferenca no ensaio de viabilidade entre os grupos avaliados. A
capacidade clonogénica das células A549 somente apresentou reducdo significativa
nas células cultivadas com o MC de células estimuladas com LPS, tanto controle
quanto desafiadas com EHG. Esses resultados diferem dos descritos na literatura,
no qual THP-1 diferenciados em macréfagos e estimulados com LPS em baixa dose
produzem citocinas pré-inflamatérias como, IL-6 e IL-8, e essas citocinas aumentam
a viabilidade de células de cancer gastrico em modelo in vitro e se relacionam com o
avanco do cancer gastricos em pacientes (ZHOU et al., 2018). Desta forma, como a
reducdo na capacidade proliferativa € um dos mecanismos associados ao processo
de invasdo e malignidade, a reducdo da capacidade de formacdo de colbnia

desencadeada pelo secretoma de macréfagos estimulados com LPS pode estar
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relacionada a ativacdo da TEM em células A549. Interessantemente, células A549
cultivadas com o secretoma de macrofagos pré-tratados com EHG e estimulado com
LPS apresentaram uma elevada capacidade de migracdo. Para acessar 0s
mecanismos moleculares associados a esta mudanca fenotipica, faz-se necessario
a andlise do perfil de citocinas nos sobrenadantes dos MCs de D THP-1. Citocinas
pro-inflamatorias provenientes de THP-1 estdo relacionadas com aumento da taxa
de migracéo, invasao, ativacado de fatores de transcricdo e marcadores relacionados
a TEM em células de cancer de mama (BEDNARCZYK et al., 2018). TGF-1 induz
TEM em células epiteliais pulmonares e seu efeito € potencializado por TNF-a
(WILLIS et al., 2005)

As células A549 com caracteristica epitelial ao serem cultivadas no secretoma
de macré6fagos passam a apresentar uma morfologia fibroblastoide. Alteragbes como
a perda de adesdo célula-célula e presenca de vacuUolos citoplasmaticos sao
evidentes nas células tumorais desafiadas com o0 MC em macréfagos estimulados
com LPS. A vacuolizagdo citoplasmatica pode estar relacionada a morte celular,
pois, ocorre em células de mamiferos quando expostos a patdgenos bacterianos ou
compostos naturais e artificiais (SHUBIN et al., 2016). No entanto, os dados de
viabilidade celular (Figura 9A) sugerem que os tratamentos com os MC gerados em
macrofagos estimulados ou ndo com LPS ou com EHG parecem ndo induzir
mecanismos de morte celular, ndo sendo observada alteracdo na viabilidade entre
0s grupos avaliados. Em relacdo a diferenca entre a quantidade de vacuolos
observados entre as células tratadas com MC CTL e MC EHG, os resultados
parecem indicar que o pré-tratamento com o extrato de guarand reduz a
vacuolizagdo no citoplasma.

Para investigar a comunicagdo cruzada entre as células tumorais e
macrofagos foi realizado o ensaio de viabilidade de células THP-1 diferenciadas em
macréfagos (D THP-1) tratadas com MCs em células tumorais e normais pré-
tratadas ou ndo com EHG (MCF7, A549 e BEAS-2B). O secretoma de células A549
e BEAS-2B pré-tratadas com EHG reduziram a viabilidade de macrofagos nao
estimulados com LPS. Destaca-se a redugao expressiva na viabilidade de BEAS-2B
caracterizando a ativacdo de um processo de morte celular intenso. Esses dados
corroboram com Han et al., (2020) que ao estudar a linhagem epitelial normal de

pulmdo BEAS-2B observaram que a linhagem possui perfil semelhante as células-
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tronco mesenquimais (CTMs), compartihando dos mesmos marcadores de
superficie. Neste estudo, os autores avaliaram o perfil imunomodulador do meio
condicionado em BEAS-2B e observaram que 0 mesmo exerce uma inibicdo
significativa semelhante as CTMs na proliferacdo de linfocitos T totais e linfocitos
Thl. Esta resposta esta relacionada a producdo exacerbada de indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO) por BEAS-2B. Assim, sera interessante avaliar o papel da IDO e
dos metabolitos da via da quinureninas na resposta dos macréfagos desafiados com

0 secretoma de células BEAS-2B tratada com EHG.

CONCLUSAO

O secretoma gerado em linhagens celulares distintas apresentam efeitos
heterogéneos sobre a viabilidade, clonogenicidade e migracdo de células tumorais.
Enquanto o meio condicionado em MCF10A reduziu a viabilidade e proliferacdo de
A549 com aumento do numero de células em fase G1 do ciclo celular, na linhagem
MCF7, houve um inicial aumento na viabilidade e uma reducdo na capacidade
clonogénica. O meio condicionado em células normais pulmonares pré-tratadas com
EHG afetou fenotipicamente as células tumorais com reducdo da clonogenicidade e
aumento na migracdo sugerindo a inducao de um perfil agressivo com possivel
ativacdo da transicao epitélio-mesenquimal.

Muito embora perfis de modulacdo do secretoma de macréfagos desafiados
com LPS apresentaram-se distincdo entre as linhagens estudadas, observa-se o
estimulo com LPS afeta a clonogenicidade. O pré-tratamento dos macréfagos com
EHG e estimulo com LPS aumentou a capacidade migratéria de A549, com
alteracdo morfologica sugerindo a ativacdo de TEM. O secretoma de células
epiteliais pulmonares desafiadas com EHG compromete a viabilidade de
macrofagos. Como perspectivas futuras, tém-se a caracterizacdo dos secretomas
com a quantificacdo das citocinas e metabdlitos da via das quinureninas,
marcadores de transi¢ao epitélio-mesenquimal e producdo de metaloproteinases nas
células tumorais, com o0 objetivo de elucidar os mecanismos responsaveis pelos

perfis funcionais encontrados neste estudo.
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ANEXO | — Comprovante de Cadastro no Sistema nacional de Gestéo ao Patriménio
Geneético e do Conhecimento Tradicional Associado

Efelto do melo condicionado em fibroblastos tratados com
hidroalcoslico de guarana nas células tumorais de mama
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ANEXO II — Morfologia da linhagem A549 com MC em MCF10A

Controle MC Controle MC EHG

A549
MC em MCF10A

Figura S1. Morfologia de A549 com meios condicionados em MCF10A ap6s 24 horas de
tratamento. Observa-se a perda da morfologia epitelial nos grupos MC Controle e aquisicdo de
morfologia mesenquimal com células mais alongadas. Enquanto grupos Controle e MC EHG
sdo semelhantes. Aumento de 10x. (Barra de escala = 400 um).
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ANEXO Il - Morfologia da linhagem A549 com MC em BEAS-2B

CTL ~ MC BEAS-2B CTL MC BEAS-2B EHG

Figura S2. Morfologia de A549 com meios condicionados em BEAS-2B ap6s 24 horas de
tratamento. Observa-se a perda da morfologia epitelial nos grupos MC CTL e MC EHG e
aquisicdo de morfologia mesenquimal com células mais alongadas em relacdo ao grupo CTL.

Aumento de 10x. (Barra de escala = 400 um).

108



ANEXO |V - Viabilidade de THP-1 pds-condicionamento
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Figura S3. Viabilidade de THP-1 apés 48h condicionando.
Durante a padronizacdo dos métodos, as células THP-1 foram
avaliadas quanto a sua viabilidade apés o periodo de
condicionamento e observou-se que nos grupos que foram pré-
tratadas com EHG houve uma maior viabilidade do que o grupo
CTL, evidenciando que o EHG promove melhor viabilidade das
células tratadas. ****p<0,0001
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ANEXO V - Conteldo Sub-G1 de A549 tratadas com MC MCF10A
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Figura S4. Conteddo sub-G1 de A549 tratadas com MC
MCF10A. A andlise do contetdo Sub-G1 de A549 tratadas com
MCF10A mostra que o tratamento ndo induziu morte por
apoptose, pois 0s dois tratamentos nao diferem do controle.
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